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(57) Abstract 

Purified form of streptogramines, 
characterised in that it contains at 
least one component from group B 
streptogramines of general formula (I), 
wherein Ri is Me or Et, R2 is H or 
OH, and R3 is substituted benzyl of 
general formula (ill), such that 1) if R2 
is H, R is NR4R5, wherein one of R4 
and Rj is H or an Me radical and the 
other is Me, and R' is CI or Br, or R is 
(C3-5)alkenyi if R4 and R5 are Me, or 
2) R is H and R' is halogen, aikylamino 



:f~Vr 



v — yV 



(HI) 




(H) 



or dialkylamino, an ether-oxide residue, , . .... 

alkylthio. (Cl-3)alkyl or trihalogenomethyl, or R is halogen, (a-4)alkylamino, (C2-4)dialkylamino or methyl ethyl ^ .^"j!"* 
alkenyl alkyl amino, dialkenylamino, an alkyl cycloalkylmethyl amino radical or an ether-oxide residue, alkyldiio. alkylthiomcthyl. 
(Cl-6)alkyl, aryl or trihalogenomethyl, and R' is H. or R is halogen, amino, aikylamino or dialkylamino, an emer-oxide res due , an 
alkylthio radical, (Cl-6)alkyl or trihalogenomethyl and R" is halogen, aikylamino or dialkylamino, an ether-oxide residue or alkylthio. 
(Cl-3)alkyl, cocrystallised with one or more minor components of group A of general formula (II) wherein R" is H, Me or Et. 



(57) Abrfge* 

Forme purifi6e de strcptogramines caracterisee en ce qu'elle comprcnd au moins une composante du groupe B des streptogramines 
de formule generate (I) dans laquelie Ri est Me ou Et, R2 est H ou OH, et R3 est benzyle substitue* de formule gendrale (III) pour lequel 1) 
si R 2 est H, R est NR4R5 pour lequel R4 et R5 sont Pun H ou un radical Me et 1'autre Me et R* est CI ou Br, ou R est aicdnyle (3 a 5C) si 
Ri et R5 sont Me, ou bien 2) R est H et R* est halogene, alcoylamino ou dialcoylamino, un reste e*ther-oxyde t alcoylthio, alcoyle (1 a 3C) 
ou trmalogenome'thyie, ou R est halogene, alcoylamino (2 a 4C), dialcoylamino (2 a 4C) ou mdthyl dthyl amino, pynolidino, alcfnyl alcoyl 
amino, dialclnylamino, un radical alcoyl cycloaicoylmfthyl amino, ou bien un reste 6ther-oxyde, alcoylthio, alcoyl thiomdthyle, alcoyle (1 
a 6C), aryle ou trihalogenomfthyle, et R' est H ou bien R est d 1 halogene, amino, alcoylamino ou dialcoylamino, un reste Ither-oxyde, 
un radical alcoylthio, alcoyle (1 a 6C) ou trihalogenomSthyle et R r est halogene, alcoylamino ou dialcoylamino, un reste 6ther-oxyde ou 
alcoylthio, alcoyle (1 a 3C), cocristallisee avec au moins une composante 'tamoritaire" du groupe A de formule gdnerale (II) dans laquelie 
R" est H, Me ou El 
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PORMK PTmTFTEE TIP BTRTOT nCT&MTMfffi , SA PREPARATION ET LES 
COMPOSITIONS PHAPMArT!TTT TOTTPS OTTT T.A CONTI ENNENT 

La presente invention concerns une forme purifiee de streptogramines 
comprenant au moins une composante du groupe B des streptogramines 
5 deflnie ci-apres par la formule generale (I) cocristallisee avec au 
moins une composante "minoritaire" du groupe A dSfinie ci-apr&s par 
la formule generale (II) . 

Parmi les streptogramines connues, la prist inamycine (RP 7293), anti- 
bacterien d'origine naturelle produit par Streptomyces pristlnaes- 
10 piralls a ete isolee pour la premiere fois en 1955. La prist inamycine 
commercialisee sous le nom de Pyostacine® est constitute prin- 
cipalement de prist inamycine IA et de prist inamycine IIA. 

Un autre antibacterien de la classe des streptogramines : la virgi- 
niamycine, a ete prepare a partir de Streptomyces vlrglnlae, 
15 ATCC 13161 [Antibiotics and Chemotherapy, 5, 632 (1955)]. La 
virginiamycine (Staphylomycine® ) est constitute principalement de 
f acteur S et de facteur M-j . 

Dans le brevet US 3 325 359 ont ete decrites des compositions 
pharmaceutics comprenant des substances antibiotigues constituant 
20 l'antibiotique 899 : facteur S et facteur M1 . 

Les antibacteriens d'origine naturelle, de la classe des strepto- 
gramines sont constitues du melange de 2 groupes de composants : 
coraposantes du groupe B et composantes du groupe A, chague groupe 
ayant une activite antibacterienne propre. II a ete demontrS que 
25 1' association formee par les 2 groupes des composantes provoque une 
synergie d' action qui resulte dans une activite bacteriostatique et 
bactericide accrue et dans 1 ' elargissement du spectre d' activity. 

Dans Streptogramine als Modelsysteme fur den Kationentransport durch 
Membranen, Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der Mathema- 
30 tisch-Naturwissenschaftlichen Facultat der Georg-August Universitat 
zu Gottingen, Gottingen 1979, dans Antibiotics III, 521 (1975) et 
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dans Antibiotics of the virginiamycin family, Inhibitors which 
contain synergistic components, C. Cocito, Microbiological Reviews, 
145-98 (1979) ont 6te dScrites des composantes des groupes A et B des 
streptogramines. J. Preud 1 Homme , P. Tarridec, et A. Belloc, Bull. 
5 Soc. Chim. pr. f 2, 585 (1968) ont egalement decrit la prist inamycine 
naturelle ainsi que les diffSrentes composantes qui la constituent. 

En ce qui concerne la preparation industrielle de produits de cette 
classe, jusgu'a present les techniques a disposition n'avaient pas 
permis d'obtenir, a une echelle preparative, une forme suffisamment 
10 purifiee et la production de lots de quality suffisamment constante 
et reproductible pour repondre aux exigences des legislations de 
certains pays en matidre d'enregistrement . 

Dans le domaine des antibacteriens , il est bien connu des praticiens 
que des allergies ou des resistances peuvent se dSvelopper apres 

15 administration de certaines classes d' antibiotiques [The New England 
Journal of Medicine, 221 (9), 601 (1991)]. En milieu hospitaller on 
connait notamment de nombreuses souches resistantes de Staphylococcus 
aureus. C'est pourquoi il est extremement utile pour le m6decin 
d' avoir a sa disposition un large eventail de classes chimiquement 

20 diffSrentes de maniere a" pouvoir adapter le traitement au cas parti- 
culier du malade a traiter. La consequence de V absence de commercia- 
lisation d'une classe d§terminee peut etre tr£s grave, voire drama- 
tique puisqu'elle peut resulter dans la privation de traitement chez 
des malades ne tolerant pas les autres classes d 1 antibiotiques . 

25 Ainsi, les essais de purification mis en oeuvre avaient tou jours eu 
pour but d'eliminer les composantes minoritaires des streptogramines, 
eel les -ci 6tant consid6r6es comme non indispensables et plutot comme 
des impuretSs. 

Parmi les composantes du groupe A des streptogramines naturelles, la 
30 pristinamycine IIB (PUB) est une composante minoritaire dont la 
proportion en poids est infSrieure a 10 % dans la pristinamycine 
naturelle, et le plus souvent de l'ordre de 8 % ou meme de I'ordre de 
6 % dans la virginiamyclne. 
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II a 6t§ trouvS maintenant, et c'est ce qui fait l'objet de la 
prdsente invention, que 1 1 association constitute d'une ou plusieurs 
composantes du groupe B, de formule ginSrale : 




(I) 



5 dans laquelle 

- le symbole reprSsente un radical mSthyle ou £thyle, 

- le symbole R 2 reprSsente un atome d'hydrog£ne ou un radical 
hydroxy, et 

- le symbole R 3 repr&sente un radical benzyle substitue de formule 
10 g&ntrale : 




(III) 



dans laquelle 

1)a* condition que R 2 soit simultanSment hydrog&ne, R repr6sente 
NR4R5 pour lequel les symboles R 4 et R 5 sont l'un un atome 
15 d'hydrog&ne ou un radical mSthyle et 1' autre un radical mSthyle et R' 
est un atome de chlore ou de brome, ou reprSsente un radical alcSnyle 
contenant 3 a 5 atomes de carbone si R 4 et R 5 sont des radicaux 
m^thyle, ou bien 
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2)R est un atome d'hydrogene et R' represente un atome d'halogene, 
un radical alcoylamino ou dialcoylamino , le reste d'un ether-oxyde, 
un radical alcoylthio, alcoyle contenant 1 a 3 atomes de carbone en 
chaine droit e ou ramifiee ou trihalogenomethyle, ou bien 

5 R est un atome d'halogene, un radical alcoylamino contenant 2 & 4 
atomes de carbone en chaine droite ou ramifiee, dialcoylamino dont 
les parties alcoyle sont identiques ou differentes et contiennent 2 a 
4 atomes de carbone en chaine droite ou ramifiee ou methyl ethyl 
amino, un radical pyrrolidine un radical alcenyl alcoyl amino dont 

10 la partie alcenyle contient 3 ou 4 atomes de carbone et la partie 
alcoyle est definie comme ci-dessus, un radical dialcenylamino dont 
les parties alcenyle sont definies comme ci-dessus, un radical 
alcoyl cycloalcoylmethyl amino dont la partie alcoyle est definie 
comme ci-dessus et la partie cycloalcoyle contient 3 ou 4 atomes de 

15 carbone, le reste d'un ether-oxyde, un radical alcoylthio, un radical 
alcoylthiomethyle, alcoyle contennant 1 a* 6 atomes de carbone en 
chaine droite ou ramifiee, aryle ou trihalogenomethyle, et R 1 est un 
atome d'hydrogene, ou bien 

R est un atome d'halogene, un radical amino, alcoylamino ou 
20 dialcoylamino, le reste d'un ether-oxyde, un radical alcoylthio, 
alcoyle contenant 1 a 6 atomes de carbone en chaine droite ou 
ramifiee ou trihalogenomethyle et R' represente un atome d'halogene, 
un radical alcoylamino ou dialcoylamino, le reste d'un ether-oxyde ou 
un radical alcoylthio ou alcoyle contenant 1 3 3 atomes de carbone en 
25 chaine droite ou ramifiee, 

et d'une ou plusieurs composantes "minor itaires" du groupe A des 
streptogramines, de formule generale : 



0 




(ID 
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dans laquelle R" est un a tome d'hydrogene ou un radical methyle ou 
ethyle, est particulierement interessante du fait de son activity 
biologique in vivo. 

Dans la formule generale (I), lorsque R ou R 1 (dans R 3 > represente un 
5 atome d'halogene, il s'agit de preference d'un atome de fluor, sauf 
si R' est 1' atome d'hydrogene. dans ce cas R est indiff erenunent 
chlore, brome, fluor ou iode ; lorsque R' represente un radical 
alcoylamino ou dialcoylamino, les radicaux alcoyle sont de preference 
choisis parmi methyle ou ethyle j lorsque R ou R' represente le reste 

10 d'un ether-oxyde, il peut etre represents par un reste OR 0 pour, 
lequel R° est choisi de preference parmi les groupements methyle, 
ethyle eventuellement substitue par un atome de chlore, allyle ou 
trifluoromethyle ; lorsque R ou R' represente un radical alcoylthio 
il s'agit de preference du radical methylthio ; lorsque R represente 

15 un radical alcoyle contenant 1 a 6 atomes de carbone, il represente 
de preference methyle, isopropyle ou tert-butyle ; lorsque R 
represente un radical aryle il s'agit de preference d'un radical 
phenyle ; lorsque R ou R' represente un radical trihalogenomethyle il 
s'agit de preference du radical trifluoromethyle. Par ailleurs il est 

20 entendu que, sauf mention spiciale, les radicaux alcoyle sont droits 
ou ramifies et contiennent 1 a 4 atomes de carbone. 

Le produit de formule generale (II) pour lequel R" est un radical 
ethyle ci-apres appele pristinamycine IIF (PIIF) et le produit de 
formule gSnirale (II) pour lequel R" est un atome d'hydrogene 
25 ci-apres appele pristinamycine IIG (PUG) sont des produits qui 
constituent des composantes tres minoritaires des streptogramines 
dont la proportion en poids est infer ieure a 0,5 % dans les lots de 
produit naturel. 

La cocristallisation s'effectue dans la stoechiometrie constante de 
30 1 mole de composante (s) de formule generale (I) avec 2 moles de 
composante (s) du groupe A de formule generale (ID (cette 
stoechiometrie correspondant a la proportion relative d' environ 43- 
49/57-51 en poids] . 
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Selon 1' invention les associations cocristallisees sont preparees de 
la maniere suivante : un melange brut contenant au moins 30 % d'une 
composante rninoritaire du groupe A r6pondant a* la formule generale 
(II) mis en solution dans un solvant organique tel qu'une cetone 
5 (acetone, m£thyl§thylcetone, methylisobutylcetone par example) , un 
ester (acetate d'fithyle, acetate d 1 isopropyle , acetate de butyle, 
acetate d'isobutyle par exemple) # un solvant chlor£ (chlorure de 
methylene, chlorof orme , dichloro-1,2 Ethane par exemple), ou un 
nitrile (acetonitrile par exemple), est additionne d'une composante 

10 du groupe B definie par la formule generale (I) pouoj donner un 
compost cocristallis£ dans les proportions definies ci-avant. II est 
entendu que la quantity de compos§ de formule gen§rale (I) introduite 
est choisie convenablement pour que la concentration rSsiduelle de ce 
produit (apris la cocristallisation) soit infirieure a sa solubilite 

15 dans le milieu. II est §galement entendu que des variations dans les 
teneurs respectives du milieu initial en produit de formule generale 
(II) et en produit de formule gen§rale (I) n'entrainent pas de 
modification du compose cocristallis6 obtenu. 

Cette association cocristallis§e presente l'avantage d'une trds bonne 
20 stability et d'une purete 61evee. 

La preparation des composantes du groupe B des streptogr amines 
definies par la formule g§nerale (I) peut etre effectuee de la 
maniere suivante : 

Lorsque R3 represente un radical de formule generale (III) pour 
25 lequel R et R' sont d§finis comme en 1) , si R 1 est un atome de chlore 
ou de brome les produits de formule generale (I) peuvent etre obtenus 
par action du derive N-halogeno succinimide correspondant sur la 
pristinamycine I pour laquelle R 1 est un atome d'hydrogene. 

La reaction s'effectue au moyen de N-chloro ou de N-bromo succinimide 
30 dans un solvant organique comme par exemple un solvant chlore 
(dichlorome thane, dichlorethane, chloroforme) ou un nitrile (aceto- 
nitrile) , a une temperature comprise entre 20 et 80°C. 
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Lorsgue R 3 represente un radical de formule generale (III) pour 
lequel R et R ' sont definis comme en 1 ) . si R' est un radical 
alcenyle contenant 3 a 5 atomes de carbone les produits de formula 
generale (I) peuvent etre obtenus par rearrangement en milieu 
ISgerement basique d'un sel derive de 4-N-alcenylammonio 
pristinamycine IA de formule generale : 




* x® 



(IV) 



dans laguelle est dSfini comme ci-dessus, R 6 , R 7 , H ^ R 9 sont ™ 
atome d'hydrogene ou un radical methyle, pourvu que 2 d'entre eux au 
10 moins soient des atomes d-hydrogene et X 6 represente un anion, pour 
donner le derive de formule generale : 




(V) 
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pour leguel R-j , R$ f R7, Rq et R9 sont dSfinis comme ci-dessus. 

La reaction s'effectue par chauffage A une temperature comprise entre 
80 et 100°C en milieu aqueux ou biphasigue (par exemple. en milieu 
acetate d'ethyle/eau) , en presence d'ac£tate de sodium ou de bicar- 
5 bonate de sodium ou de potassium. On utilise avantageusement un halo- 
genure de 4-N-alc6nylammonio prist inamycine IA. 

L'halogenure de 4-N-alce , nylammonio pristinamycine IA peut etre obtenu 
par action d'un halogenure d'alc^nyle de formule g£n£rale : 




(VI) 



Hal 

10 pour leguel Rg r R7, Rq et R9 sont definis comme ci-dessus, et Hal 
repr£sente un atome d'halogene, sur un derive* de la pristinamycine de 
formule genSrale : 




(VII) 



dans laquelle R-j est dSfini comme prec6demment . 

15 La reaction s'effectue avantageusement dans un solvant organique tel 
gu'un solvant chlore" (dichlorom6thane, dichlor6thane, chloroforme par 
exemple) ou un alcool (Sthanol par exemple) ou dans un melange, a une 
temperature comprise entre 20°C et la temperature de reflux du 
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melange reactionnel. De preference on fait agir un produit de formule 
generale (VI) pour lequel Hal est un atome de chlore ou de brome. 

Lorsque R3 represente un radical de formule generale (III) pour 
lequel R et R ' sont definis comme en 2), les produits de formule 
5 . generale (I) peuvent etre obtenus comme decrit ci-apres dans les 
exemples, a partir d'une souche d'un microorganisme producteur de 
streptogramines possedant au moins une modification genetique 
affectant la biosynthese d'un precurseur des streptogramines du 
groupe B, ladite souche mutante cultivee dans un milieu de culture 
10 adequat, complements avec au moins un precurseur original autre que 
celui dont la biosynthese est alteree (et correspondent a la 
structure souhaitee) , produit les derives de streptogramines 
attendus. 

Les souches mises en oeuvre dans le cadre de la presente invention 
15 sont done des souches productrices de streptogramines naturelles 
(pristinamycine IA, pristinamycine IB,, virginiamycine S) , mutees. 
La/lesdites modifications genetiques peuvent etre localises soit au 
niveau d'un des genes impliques dans la biosynthese desdits 
precurseurs soit en dehors de la region codante, par exemple dans les 
20 regions responsables de 1' expression et/ou de la regulation 
transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle desdits genes ou dans 
une region appartenant au transcript contenant lesdit genes. 

Notamment, les souches mutantes possedent une ou plusieurs modifica- 
tions genetiques au niveau d f au moins un de leurs genes impliques 

25 dans la biosyn these des precurseurs des streptogramines du groupe B. 
Cette ou ces modifications genetiques alterent 1 'expression dudit 
gene e'est a dire rendent ce gene, et le cas echeant un autre des 
genes impliques dans la biosynthese des precurseurs, partiellement ou 
totalement incapable de coder pour 1' enzyme naturelle impliquee dans 

30 la biosynthese d'au moins un precurseur. 

Les genes, susceptibles d'etre mutes sont de preference les genes 
impliques dans la biosynthese du precurseur 4-dimethylamino-L- 
phenylalanine (DMPAPA) . II s'agit plus preferentiellement des genes 
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panA . panM . papB (SEQ ID N°3) , pajtC (SEQ ID N°2) . Les g&nes paj^ et 
papM ont dej3 £te dicrits dans la demande de brevet PCT/FR93/0923. 

En complimentant le milieu de culture de souches mutantes selon 
1' invention, avec au moins un pr6curseur original, il s'avere 
5 possible d'orienter la biosynth&se vers les nouvelles streptogramines 
de formule g£n6rale (I) . 

Les prScurseurs mis en oeuvre dans le cadre de la prSsente invention 
sont des derives de la phenylalanine ainsi que des derives d ! acides 
a-cetocarboxyliques qui peuvent etre repr^sent§s par *la f ormule 
10 g£n6rale: 

R 1 




(VIII) 



dans laquelle R et R 1 sont dSfinis comme pr6c6demment en 2) et R-jq 
est un atome d'hydrogene et R-j 1 est un radical amino, ou bien R 10 et 
R-j i forment ensemble un radical oxo. 

15 A titre de pricurseurs convenant a l 1 invention, on peut notamment 
citer les suivants: 

4-di§thylaminoph§nylalanine , 4-ethylaminophenylalanine , 4-methylthio- 
phenylalanine, 4-m§thylphinylalanine, 4-methoxyphenylalanine, 4-tri- 
f luorom6thoxyph§nylalanine , 4-chlorophenylalanine , 4-bromophenyl- 

20 alanine, 4-iodophenylalanine, 4-trif 1 uor ome thy 1 phenylalanine, 4-tert- 
butylph^nylalanine , 4 -isopropylph6nylalanine , 3-methylaminophenyl- 
alanine, 3-m&thoxyph6nylalanine, 3-m6thylthioph6nylalanine, 3-fluoro- 
ph^nylalanine, acide 4-tert-butylphenylpyruvigue, 4-f luoroph^nyl- 
alanine , 3-ethoxyphenylalanine , 3 , 4-dim€thylph6nylalanine , 3-methyl- 

25 phenylalanine, 4-butylph^nylalanine, 3-trif luorom£thylph£nylalanine 
et 3-ethylaminophenylalanine, 4-aminomethylphenylalanine. 

La preparation et la separation des composantes des streptogramines 
naturelles des groupes A [streptogramines de formule generale (II) 1 
et B [et notamment des produits de formule g§n6rale (VII)] est 
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effective par fermentation et isolement des constituants i partir du 
mdut de fermentation selon ou par analogie avec la methode decrite 
par J. Preud'homme et coll., Bull. Soc. Chim. Fr., vol.2, 585 (1968), 
dans Antibiot. & Chemother., 5, 632 (1955) ou 2, 606 (1957), dans 
5 Chromatog. Syra., 2» Bruxelles, 181 (1962), dans Antibiot. Ann., 728 
784 (1954-55), dans le brevet US 3 299 047 ou dans Streptogramine als 
Modelsysteme fur den Kationentransport durch Membranen, Dissertation 
zur Erlangung des Doktorgrades der Mathematisch-Naturwissenschaft- 
lichen Facultat der Georg-August Universitat zu Gottingen, Gottingen 

10 1979 ou comme dficrit ci-apres dans les exemples. Notamment dans le 
cas des pristinamycines, la separation des composantes des groupes A 
et B est effectuee par raise en suspension de la streptogramine brute 
dans un solvant organigue comme un acetate (acetate d'ethyle par 
exemple) suivie de la filtration ou de la centrifugation de la 

15 composante brute du groupe A, et de 1 'extraction de la coraposante du 
groupe B en milieu acide aqueux suivie d'une ^extraction en milieu 
chloromethylenigue. La separation des composantes des groupes A et B 
peut egalement itre effectuee par extraction acide d'une solution de 
streptogramine brute dans la methylisobutylcetone, puis isolement par 

20 extraction de la composante du groupe B a partir de la phase aqueuse 
et isolement de la composante du groupe A par precipitation a partir 
de la phase organigue. 

Apres separation, la purification des composantes du groupe B des 
streptogramines peut etre raise en oeuvre par cristallisation dans un 

25 alcool tel que l'fithanol, le methanol ou 1 ' isopropanol , dans un ace- 
tate (acetate d'isopropyle ou acetate de butyle par exemple), dans 
une c6tone (methyiethylcetone par exemple) ou dans l'ac6tonitrile ou 
par chroma tographie. La purification des composantes du groupe A de 
' forraule gen6rale (II) peut etre effectuee par chromatographie en 

30 eiuant par un melange ac6tonitrile-eau. 

Alternativement la preparation des composantes naturelles des groupes 
A et B respectivement de forraule generale (ID et notamraent de 
formule generale (VII) est effectuee comme decrit dans la demande de 
brevet francais 2 689 518, par fermentation separee. 
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Ainsi, selon 1' invention il est maintenant possible d'obtenir une 
nouvelle forme purifiee et cristallisee de streptogr amine dont le 
taux d'impuretes, la definition et la Constance de la composition 
sont am&Liores et qui possede de surcroit une activite in vivo 
5 amelioree ainsi qu'une faible toxicity. La nouvelle association 
cocristallisee pourra ainsi pallier a 1* absence de traitement par un 
antibacterien de cette classe dans de nombreux pays. 

Les associations selon 1' invention manifestent une action biologigue 
in vivo superieure a celle des associations de streptogramines, 
10 jusqu'a present connues, sous forme de melange de poudres. 

La nouvelle association cocristallisee d'une composante du groupe B 
des streptogramines de formule generale (I) et d'une composante du 
groupe A des streptogramines de formule generale (II) pr£sente une 
activity in vivo particulierement int£ressante notamment sur les 
15 germes a Gram-positif . In vivo, chez la souris elle s'est montrSe 
active sur Staphylococcus aureus IP 8203 a des doses de 25 a 50 mg/kg 
par voie orale. 

De plus la nouvelle association ne prSsente pas de toxicity : aucun 
signe de toxicity ne se manifeste chez la souris a la dose de 
20 150 mg/kg par voie orale (2 administrations). 

L 1 association cocristallisee selon 1' invention peut etre egalement 
utilisee comme moyen de purification d'une composante minoritaire des 
streptogramines repondant a la formule generale (II) . 

En effet, il n'a jamais ete possible de purifier une composante du 
25 groupe/ A de formule generale (II) par cristallisation. 

II a maintenant 6t§ montrS que la composante du groupe A de formule ■ 
generale (II) peut etre obtenue a I'etat pur en passant par l'inter- 
m§diaire de 1 ' association cocristallisee dSfinie ci-dessus. 

Selon 1 1 invention, lorsque 1 1 association cocristallisee est utilisee 
30 comme moyen de purification de la composante de formule gSnerale 
(II), celle-ci peut etre obtenue par extraction acide d'une solution 
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du compos§ cocristallise dans une cetone (methylisobutylcetone par 
exemple) , puis isolement de la composante du groupe A par 
precipitation I partir de la phase organique, lorsqueR ou R 1 
representent alcoylamino ou dialcoylamino ; ou alternativement par 
5 chromatographie liquide haute performance. 

D f un interet particulier sont les associations cocristallise>es qui 
comprennent au moins une composante du groupe B des streptogramines 
d£finie par la formule g£n£rale (I) , dans laguelle les symboles R-j et 
R 2 sont d£finis comme precedemment , et le symbole R3 represente un 
10 radical benzyle substitue de formule g§n£rale (III) dans laquelle 

1) a condition que R 2 soit simultanement hydrogene, R represente 
NR4R5 pour lequel les symboles R 4 et R 5 sont l f un un atome 
d 1 hydrogene ou un radical m£thyle et 1' autre un radical iu£thyle et R 1 
est un atome de chlore ou de brome, ou represente un radical alcenyle 

1 5 contenant 3 a 5 atomes de carbone si R 4 et R5 sont des radicaux 
methyle, ou bien 

2) R est un atome d 1 hydrogene et R' represente un radical alcoylamino 
ou dialcoylamino, le reste d ! un ether-oxyde ou un radical alcoylthlo, 
ou bien 

20 R est un radical alcoylamino contenant 2 a 4 atomes de carbone en 
chaine droit e ou ramifiee, dialcoylamino dont les parties alcoyle 
sont identigues ou differentes et contiennent 2 a 4 atomes de carbone 
en chaine droite ou ramifiee ou methyl ethyl amino, un radical 
pyrrolidino, un radical alcenyl alcoyl amino dont la partie alcenyle 

25 contient 3 ou 4 atomes de carbone et la partie. alcoyle est d£finie 
comme ci-dessus, le reste d'un ither-oxyde, un radical alcoylthio, 
alcoyle contennant 1 a 6 atomes de carbone en chaine droite ou 
ramifiee ou trihalogenomethyle, et R 1 est un atome d* hydrogene, ou 
bien 

30 R est un radical alcoyle contenant 1 a 6 atomes de carbone en chaine 
droite ou ramifiee et R 1 represente un atome d'halogene, 
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cocristallisee avec au moins une composante "minoritaire" du groupe A 
des streptogramines telle que definie precedemment , etant entendu 
que, sauf mention speciale, les radicaux alcoyle sont droits ou 
ramifies et contiennent 1 a 4 atoraes de carbone. 

Et parmi ces produits, les associations preferees sont les 
associations cocristallisees qui comprennent au moins une composante 
du groupe B des streptogramines definie par la formula generale (I) , 
dans laguelle le symbole R n est un radical ethyle, le symbole R 2 est 
un atome d'hydrogene, et # 

le symbole R 3 represente un radical benzyle substitue de formule 
generale (III) dans laguelle : 



1) i condition que R 2 soit simultanement hydrogene, R represente 
NR 4 R 5 pour lequel les symboles R 4 et R 5 sont l'un un atome 
d'hydrogene ou un radical methyle et 1' autre un radical methyle et R' 

15 est un atome de chlore ou de brorae, ou represente un radical allyle 
si R4 et R5 sont des radicaux methyle, ou bien 

2) r est un atome d'hydrogene et R' represente un radical alcoylamino 
ou dialcoylamino, un radical methoxy, ethoxy, allyloxy ou 
trifluoromethoxy, ou un radical alcoylthio, ou bien 

20 R est un radical alcoylamino contenant 2 a 4 atomes de carbone en 
chaine droite ou ramifiee, dialcoylamino dont les parties alcoyle 
sont identiques ou differentes et contiennent 2 5 4 atoraes de carbone 
en chaine droite ou ramifiee ou methyl ethyl amino, un radical 
pyrrolidine un radical allyl alcoyl amino dont la partie alcoyle est 

25 definie comme ci-dessus, un radical methoxy, ethoxy, allyloxy ou 
trifluoromethoxy, un radical alcoylthio, alcoyle contennant 1 a 6 
atomes de carbone en chaine droite ou ramifiee ou trif luoromethyle, 
et R' est un atome d'hydrogene, ou bien 

R est un radical alcoyle contenant 1 a 6 atomes de carbone en chaine 
30 droite ou ramifiee et R' represente un atome d'halog&ne, 



WO 96/04298 



15 



PCT/FR95/01026 



cocristallisee avec au raoins une composante "minoritaire" du groupe A 
des streptogramines telle que definie precedemment , etant entendu 
que, sauf mention speciale, les radicaux alcoyle sont droits ou 
ramifies et contiennent 1 a 4 atomes de carbone. 

5 Les exemples suivants donnes a titre non limitatif illustrent la 
presente invention. 

Dans les exemples qui suivent 11 est entendu que les titres sont 
donnes en % en poids.Les chromatographies analytiques (CLHP) ont ete 
realisees en mode isocratique a 0,8 ml/ran avec un eluanl? compose de 

10 40 % d'acetonitrile et de 60 % de tampon phosphate 0,1M pH-2,9 sur 
une colonne de Nucleosil 100 C8® en 5u (4x133 mm, Macherey Nagel) . 
Les streptogramines sont detectees et dosees d" apres leur absorbance 
U.V. a 206 nm. Les titres prfesentes ont ete normalises a 100 %. Les 
diagrammes de diffraction X sont effectues sur dif f ractometre 

15 Phillips PW1700® a anticathode de cobalt. La reference 100 est 
donnee pour la raie a 15,8 A. Les valeurs relatives sont estiraees par 
la mesure de la hauteur de la raie, fond continu deduit. Dans les 
exemples qui suivent, le spectre de diffraction X du produit 
cocristallise est different du spectre de la composante du groupe B 

20 cristallisee seule dans le meme solvant, lorsqu'elle existe sous 
forme cristallisee. 

ppTn»pvrrny n'mi p»nnn T T rnrnTRTRLLISB : 

Exjemplfi 1 

A une solution de 784 mg de pristinamycine IIB dans 7 cm 3 d'acStone, 
25 on ajoute 672 mg de 4e-bromo pristinamycine I A . Apres tiedissement 
pour faciliter le passage en solution puis retour a 20 e C, on observe 
une precipitation. Apres 20 heures d' agitation a 20°C, le produit est 
f litre, lave avec de 1' acetone, seche a poids constant sous pression 
reduite (135 Pa). On obtient ainsi 940 mg de 1 'association 
30 cocristallisee de 2 molecules de pristinamycine IIB et de une 
molecule de 4e-bromo pristinamycine I A sous forme de cristaux blancs 
fondant a 188°C, titrant environ 53 % en pristinamycine IIB et 44 % 
en 4e-bromo pristinamycine I A . 
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. Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-apres sont donnees les intensites relatives des 
raies principales. 



distance interr£ticulaire (A) 




15,8 


100 


10,3 


36 


5,9 


54 


! 5,2 


68 # 


5,0 


39 



5 Example 2 

En operant comme decrit ci-dessus a I'exemple 1 mais en engageant 
112 mg de pristinamycine IIB et 96 mg de 4e-chloro pristinamycine IA 
dans 1 cm 3 d'acetone, on obtient ainsi 130 mg de 1 1 association 
cocristallis£e de 2 molecules de pristinamycine IIB et de une 
10 molecule de 4e-chloro pristinamycine I A sous forme de cristaux blancs 
fondant a 190°C, titrant environ 55 % en pristinamycine IIB et 45 % 
en 4e-chloro pristinamycine I A - 

Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-apr&s sont donnees les intensites relatives des 
15 raies principales. 



distance interreticulaire (A) 




15,8 


100 


10,3 


55 


5,9 


43 


5,2 


71 


5,0 


47 
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En operant comme decrit ci-dessus ft l'exemple 1 mais en engageant 
H2 mg to pristinamycine IIB et 96 mg de 4e-allyl pristinamycine I A 

1 I J 4- J 



dans 



cm 



L 3 d'acStone, on 



obtient 160 mg de 1 'association 
5 cocristallisSe de 2 molecules de prist inamycine IIB et de une 
molecule de 4e-allyl prist inamycine I A sous forme de cristaux blancs 
fondant a 182*C, titrant environ 53 % en prist inamycine IIB et 47 % 
en 4e-allyl prist inamycine I A - 

Diagramme de diffraction X : 
10 Dans le tableau ci-apres sent donnees les intensity relatives des 
raies principales. 



distance interrSticulaire (A) 




15,6 


80 


10,6 


100 


6,6 


37 


4,6 


63 



Rypmnle 4 

En operant comme decrit ci-dessus a rexemple 1 n»ais en engageant 
15 560 mg de pristinamycine IIB et 480 mg de 4e-bromo pristinamycine I B 
dans 5 cm3 d'acetone, on obtient 730 mg de 1'association 
cocristallisee de 2 molecules de pristinamycine IIB et de une 
molecule de 4e-bromo pristinamycine I B sous forme de cristaux blancs 
fondant a 179°C titrant environ 53 % en pristinamycine IIB et 47 % en 
20 4e-bromo pristinamycine I B . 

Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-apres sont donnees les intensity relatives des 
raies principales. 
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distance interreticulaire (&) 




15,8 


100 


10,3 


47 


■ 5,9 


53 


5,2 


66 


5,0 


39 



Esemplg 5 

En operant comme decrit ci-dessus 3 l'exemple 1 mais en engageant 
784 mg de pristinamycine IIB et 672 mg de 4E-chloro prist inamycine I B 
5 dans 7 cm 3 d'acetone, on obtient 1,0 g de 1 1 association 
cocristallisee de 2 molecules de prist inamycine IIB et de une 
molecule de 4e-chloro prist inamycine Ig sous forme de cristaux blancs 
fondant 3 178°C titrant environ 57 % en pristinamycine IIB et 43 % en 
4e -chloro pristinamycine I B . 

10 Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-apres sont donnees les intensity relatives des 
raies principales. 



distance interreticulaire (A) 




15,8 


100 


10,3 


62 


5,9 


43 


5,2 


60 


5,0 


43 



Exemple 6 

15 En operant comme decrit ci-dessus a l'exemple 1 mais en engageant 
425 mg de pristinamycine IIB et 364 mg de des (4N-dimethylamlno) 4£- 
tertlobutyl pristinamycine IA dans 3,8 cm 3 d 1 acetone, on obtient 
305 mg de 1 1 association cocristallisee de 2 molecules de pristinamy- 
cine IIB et de une molecule de des (4£-dimethylamino) 4£-tertiobutyl 
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prist inamycine I A sous forme de cristaux blancs fondant a 170°C, 
titrant environ 57 % en prist inamycine IIB et 43 % en d§s(4t- 
dimethylamino) 4fc-tertiobutyl prist inamycine I A . 

Diagramme de diffraction X : 

5 Dans le tableau ci-apres sont donnees les intensites relatives des 
raies principales. 



distance interr§ticulaire (A) 




15,8 


100 


10,3 


68 


5,9 


39 


5,2 


66 


5,0 


46 



Exemple 7 

En operant comme. decrit ci-dessus a 1' exemple 1 mais en engageant 
10 168 mg de prist inamycine IIB et 144 mg de des (4£-dimethylamino) 4£- 
isopropyl pristinamycine IA dans 1,5 cm 3 d' acetone, on obtient 270 mg 
de 1' association cocristallisee de 2 molecules de pristinamycine IIB 
et de une molecule de des (4t-dimethylamino) 4£-isopropyl pristina- 
mycine I A sous forme de. cristaux blancs fondant a 180°C, titrant 
15 environ 56 % en pristinamycine IIB et 44 % en des (4^-dimethylamlno) 
4£-isopropyl pristinamycine I A . 

Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-aprSs sont donnees les intensites relatives des 
raies principales. 



o 

distance interreticulaire (A) 




15,8 


100 


10,3 


76 


5,9 


65 


5,2 


81 


5,0 


59 
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En operant comme decrit ci-dessus I 1'exemple 1 mais en engageant 
224 mg de pristinamycine IIB et 192 mg de des (4N-dimethylamino) 4fr- 
methoxy pristinamycine I A dans 2 cm 3 d'acetone, on obtient 320 mg de 
V association cocristallisee de 2 molecules de pristinamycine IIB et 
de une molecule de des (4^-dimethylamino) 4fc-methoxy pristinamycine I A 
sous forme de cristaux blancs fondant a 169°C, titrant environ 54 % 
en pristinamycine IIB et 46 % en des (4 dimethyl amino) 4j;-methoxy 
pristinamycine I A . 

Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-apres sont donnees les intensites relatives des 
raies principales. 



o 

distance interreticulaire (A) 




15,8 


100 


10,3 


72 


5,9 


63 


5,2 


72 


5,0 


50 



Example. 9 

15 En operant comme decrit ci-dessus a 1'exemple 1 mais en engageant 
149 mg de pristinamycine IIB et 128 mg de des (4 N- dimethyl amino) 4£- 
methyl pristinamycine I A dans 1,3 cm 3 d'acetone, on obtient 205 mg de 
1* association cocristallisee de 2 molecules de pristinamycine IIB et 
de une molecule de des (4&-dimethylamino> 4&-methyl pristinamycine I A 

20 sous forme de cristaux blancs, titrant environ 56 % en pristinamycine 
IIB et 44 % en des (4fc-dimethylamino) 4£-methyl pristinamycine I A . 



Example 1Q 

A une solution de 1 , 94 g de pristinamycine IIB dans 6 cm 3 d'acetone 
on ajoute une solution de 1,6 g des (4£-dimethylamino) 4£-methythio 
25 pristinamycine I A dans 7 cm 3 d'acetone. Le melange est agite 
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30 minutes puis filtre. Les cristaux obtenus sont rinces par 5 fois 
1 cm 3 d 1 acetone puis par 3 fois 10 cm 3 de pentane puis seche a poids 
constant sous pression reduite (2,7 kPa) . On obtient ainsi 2,3 g de 
a 1 association cocristallisee de 2 molecules de pristinamycine IIB et 
5 de une molecule de des (4£-dimethylamino) 4t-methythio pristinamycine 
I A sous forme de cristaux blancs fondant a 183°C, titrant environ 
51 % en pristinamycine IIB et 49 % en des (4 1- dimethyl amino) 4fr- 
m6thythio pristinamycine I A . 
Diagramme de diffraction X : 

10 Dans le tableau ci-apres sont donnees les intensites relatives des 
raies principales. 



distance interreticulaire (A) 




15,8 


100 


10,3 


47 


5.9 


61 


5,2 


84 


5.0 


59 



Example 1 1 

En operant comme a l'exemple 10 mais a partir de 106 mg de 
15 pristinamycine IIB et de 86 mg de dSs (4£-dim§thylamino) 4e-methyl- 
amino pristinamycine I A et apres 18 heures d'agitation, on obtient 
41 mg de 1 1 association cocristallisee de 2 molecules de pristina- 
mycine IIB et de une molecule de des (4£-dimethylamino) 4e-methylamino 
pristinamycine IA sous forme de cristaux blancs titrant environ 53 % 
20 en pristinamycine IIB et 47 % en des (4^dimethylamino) 4e-methylamino 
pristinamycine I A 

Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-apres sont donnees les intensites relatives des 
raies principales. 



25 
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distance interrSticulaire (A) 




15,8 


100 


10 r 3 


31 


5.9 


31 


5,2 


41 


5,0 


30 



Example 12 

En operant conune a l'exemple 10 mais a partir de« 57 mg de 
pristinamycine IIB et de 48 rag de d6s ( 4 dimethyl amino) 4fc-trifluo- 
romSthyl pristinamycine I A et aprSs 17 heures d'agitation, on obtient 
5 62 mg de 1 ' association cocristallis§e de 2 molecules de 
pristinamycine IIB et de une molecule de des (4 dimethyl amino) 4£- 
trifluoromSthyl pristinamycine I A sous forme de cristaux blancs 
fondant a 183°C, titrant environ 55 % en pristinamycine IIB et 45 % 
en d£s (4£-dim6thylamino) 4£-trif luoromSthyl pristinamycine I A . 

10 Exemple 13 

En operant comme & l'exemple 10 mais a partir de 370 mg de 
pristinamycine IIB et de 300 mg de d§s <4£-dim6thylamino) 4e-m6thoxy 
pristinamycine I A et apris 17 heures d x agitation, on obtient 330 mg 
de 1' association cocristallis6e de 2 molecules de pristinamycine IIB 
15 et de une molecule de d£s (4£-dim£thylamino) 4E-m6thoxy pristinamycine 
I A sous forme de cristaux blancs fondant a 180°C, titrant environ 
48 % en pristinamycine IIB et 52 % en des (4£-dim6thylamino) 4e- 
m§thoxy pristinamycine I A . 

Diagramme de diffraction X : 



20 Dans le tableau ci-aprds sont donn§es les intensity relatives des 
raies principales. 
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distance inter ret iculaire (&) 




15.5 


52 


10.5 


62 


9.7 


100 


5.2 


42 


4,7 


52 



Example 14 

En operant comme £ l'exemple 10 mais a partir de 70 mg de pristinamy- 
cine IIB et de 75 mg de des (4£-dimethylamino) 4e-fluoro 4£-methyl 
5 pristinanvycine I A (titrant 75 %) et apres 3 heures 45 minutes 
d'agitation, on obtient 57 mg de 1 'association cocristallisee de 
2 molecules de prist inamycine IIB et de une molecule de des(4£- 
dimethylamino) 4e-fluoro 4£-methyl prist inamycine I A sous forme de 
cristaux blancs fondant a 184°C, titrant environ 53 % en 
10 prist inamycine IIB et 47 % en des (4fc-dimethylamino) 4e-fluoro 4fc-me- 
thyl pristinamycine I A . 

Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-apres sont donnees les intensites relatives des 
raies principales. 



distance interr§ticulaire (A) 




15,8 


100 


10,3 


71 


5,9 


54 






distance interreticulaire (A) 




5,2 


88 


5,0 


50 
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Example 15 

En operant comme decrit ci-dessus a l'exemple 1 mais en engageant 
61 mg de prist inamycine IIB et 50 mg de 4E-ethoxy-des <4&- 
dimethylamino) pristinamycine I A dans 0,6 cn.3 d'acetone, on obtient 
5 30 mg de 1' association cocristallisee de 2 molecules de 
pristinamycine IIB et de une molecule de 4e-ethoxy-des 
dimethylamino) pristinamycine I A sous forme de cristaux blancs 
fondant & 182°C, titrant 59 % en pristinamycine IIB et 41 % en 4E- 
ethoxy-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I A . 

10 Diagrammme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-dessous sont donnees les intensity relatives des 
raies principales. 



distance interreticulaire (&) 




15,5 


32 


9.9 


100 


5,3 


59 


4,7 


47 


3,5 


36 



15 



20 



EZPfflPlft 16 

En operant conune decrit ci-dessus a 1' example 1 mais en engageant 
97 mg de pristinamycine IIB et 80 mg de 4^-ethoxy-des (4fc- 
dimethylamino) pristinamycine I A dans 0,7 cm^ d'acetone, on obtient 
100 mg de 1' association cocristallisee de 2 molecules de pristina- 
mycine IIB et d'une molecule de 4fc-ethoxy-des (4&-dimethylamino> 
pristinamycine I A sous forme de cristaux blancs fondant 2. 196°C, 
titrant 54,6 % en pristinamycine IIB et 45,4 % en 4^-ethoxy-des (4fc- 
dimethylamino) pristinamycine I A . 
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En operant comme decrit ci-dessus * 1' example 1 mais en engageant 
56 mg de pristinamycine IIB et 47 mg de 4t-allylqxy-d6s <4fc- 
dim§thylamino) prist inamycine I A dans 0,5 cm 3 d' acetone , on obtient 
5 ainsi 67 rag de 1 ' association cocristallisee de 2 molecules de 
pristinamycine IIB et de une molecule de 4fc-allyloxy-d6s <4£- 
dimethylamino) pristinamycine I A sous forme, de cristaux blancs 
fondant 3 196°C, titrant 57,1 % en pristinamycine IIB et 42,9% en 4£- 
allyloxy-d6s (4£-dim§thylamino) pristinamycine I A . 

10 fvpmplfi 18 

En operant comme decrit ci-dessus £ l'exemple 1 mais en engageant 
62 mg de pristinamycine IIB et 53 mg de 4£-ethylamino-des <4fc- 
dimethylamino) pristinamycine I A dans 0,6 cm 3 d % acetone, on obtient 
47 mg de 1 1 association cocristallisee de 2 molecules de pristina- 
15 mycine IIB et de une molecule de 4^-ithylamino-des (4^-dimethylamino) 
pristinamycine I A sous forme de cristaux blancs fondant S 188°C, 
titrant 55,7 % en pristinamycine IIB et 44,3 % en 4£-Sthylamino- 
d§s (4^-dimithylamino) pristinamycine I A . 

Fvpniple 1 9 

20 En operant comme decrit ci-dessus a l'exemple 1 mais en engageant 
178 mg de pristinamycine IIB et 153 mg de 4£-trif luorornethoxy-d6s (4£- 
dimethylamino) pristinamycine I A dans 1,8 cm 3 d' acetone, on obtient 
188 mg de 1 'association cocristallisee de 2 molecules de pristina- 
mycine IIB et de une molecule de 4^-trif luoromethoxy-des ( 4^- 

25 dimethylamino) pristinamycine I A sous forme de cristaux blancs 
fondant £ 184°C, titrant 54,1 % en pristinamycine IIB et 45,9 % en 
45-trifluorom§thoxy-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I A . 

Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-dessous sont donnees les intensites relatives des 
30 raies principales. 
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distance interreticulaire (&) 




15,7 


71 


5,9 


52,4 


! 5,2 


100 


5 


73 


4,7 


41,1 



Esemplfi 20 

En operant comme dicrit ci-dessus a l'exemple 1 mais en engageant 
61 mg de pristinamycine IIB et 50 mg de 4e-m§thylthio-des <4£- 
dimethylamino) pristinamycine I A dans 0,6 cm 3 d'acetone, on obtient 
5 ainsi 38 mg de 1 ' association cocristallisSe de 2 molecules de pristi- 
namycine IIB et de une molecule de 46-methylthio-des (4^- 
dimethylamino) pristinamycine I A sous forme de cristaux blancs 
fondant a 188°C, titrant 53,1 % en pristinamycine IIB et 46,9 % en 
4e-methylthio-dis(4^-dim§thylamino) pristinamycine I A . 

10 Diagramme de diffraction X : 

Dans le tableau ci-dessous sont donnees les intensity relatives des 
raies principales. 



distance interreticulaire (A) 




15,8 


100 


10,4 


38 



distance interreticulaire (A) 




5,9 


53 


5,2 


61 


5,0 


51 



15 Exemple 21 

En operant comme d£crit ci-dessus i l'exemple 1 mais en engageant 
35 mg de pristinamycine IIB et 30 mg de 4£- (allyl ethyl amino) 
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des(4£-dim§thylamino) pristinamycine I A dans 0,3 cm 3 d ! ac6tone, on 
obtient ainsi 30 mg de 1 1 association cocristallis£e de 2 molecules de 
prist inamycine IIB et de une molecule de 4£- (allyl 6thyl amino) 
des (4£-dim€thylamino) prist inamycine I A sous forme de cristaux blancs 
5 fondant 3 174°C, titrant 52,3 % en prist inamycine IIB et 47,7 % en 
4^- (allyl Sthyl amino) d£s (4£-dim6thylamino) prist inamycine I A . 

Exemple 22 

En operant comme d§crit ci-dessus 3 l'exemple 1 mais en engageant 
42 mg de prist inamycine IIB et 36 mg de 4£- (6thyl propyl amino) 

10 d£s (4£-dimSthylamino) prist inamycine I A dans 0,5 cm 3 d'acStone, on 
obtient 16 mg de 1 1 association cocristallisie de 2 molecules de 
prist inamycine IIB et de une molecule de 4£-(6thyl propyl amino) 
d£s (4£-dim6thylamino) prist inamycine I A sous forme de cristaux blancs 
fondant a* 193°C, titrant 51 % en pristinamycine IIB et 49 % en 4£- 

15 (6thyl propyl amino) d6s (4£-dim6thylamino) pristinamycine I A . 

PfiEPABftTTntt Dflfi CQMPQSAHTES DP GBOPPS B : 

Exemple A 

4s-chloro pristinamycine I A . 

On place dans un ballon 8 g de pristinamycine IA dans 80 cm 3 
20 d'ac§tonitrile puis on ajoute 1,39 g de N-chlorosuccinimide . Le 
melange est chauffe" au reflux pendant 16 heures 30 minutes puis on 
ajoute 0,12 g de N-chlorosuccinimide et on poursuit le reflux 
3 heures. Le melange reactionnel est concentre" a sec sous pression 
r£duite (2,7 kPa) a 30 °C. Le solide obtenu est repris par 50 cm 3 de 
25 dichloromethane et 60 cm 3 d'eau distillee additionn£e de chlorure de 
sodium, la phase aqueuse est decant ee puis la phase organique lavee 
par 50 cm 3 d'eau distillee satur£e en chlorure de sodium. La phase 
organique est d£cant£e, s£ch£e sur sulfate de magnesium, filtr£e puis 
concentred a sec sous pression r6duite (2,7 kPa) a 1 30°C pour donner 
30 un solide jaune qui est recristallise" dans 100 cm 3 de propanol-1 au 
reflux puis une deuxieme fois dans 50 cm 3 de propanol-1 au reflux. 
AprSs refroidissement, filtration des cristaux et s§chage sous 
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pression reduite (135 Pa) a S0»C on obtient 3g de 4e-chloro 
pristinamycine I A sous forme de cristaux beige clair fondant a 220 e C. 

Spectre de R.M.N, du proton (300 MHz. CDC1 3 , 6 en ppm) : 0,56 (dd. 
J.16 et 6 Hz, 1H. 5 p 2 ), 0,91 (t, J-7,S Hz, 3H: CH 3 2 y) , de 1,05 4 

5 1,35 (mt, 2H: 3 p 2 et 3 *2> • ^' 32 < d ' J " 7 ' 5 3H: C " 3 1 Y> ' de 1 ' 5 ° 
I 1,85 (mt, 3H: 3 Yl et CH 2 2 (J), 2,03 (mt, 1H, 3 p,), 2,17 (mt, 1H, 
5 62), 2,39 (d large, J-16 Hz, 1H: 5 &, ) , 2,44 (d, J-16 Hz, 1H: 5 ) , 
2,77 (s, 6H: N(CH 3 ) 2 4), 2,85 (dt. J-13.5 et 4,5 Hz, 1H: 5 e 2 ) , 2,97 
(dd, J-12 et 5 Hz, 1H: 4 p 2 ) , 3,23 (s, 3H: NCH 3 4), 3,35 (t, J-12 Hz, 

10 1H: 4 p,), 3,30 et 3,58 (2 mts, 1H chacun: CH 2 3 6). 4,57 (dd, J-8 et 
7,5 Hz, 1H, 3 a), 4,76 (dd large, J-13,5 et 8 Hz, 1H: 5 ) , 4,85 
(mt, 1H: 2a), 4.90 (dd, J-10 et 1,5 Hz, 1H: 1a), 5,25 (dd, J-12 et 5 
Hz. 1H: 4 a). 5,31 (d large, J-6 Hz, 1H: 5 a), 5,86 (d, J-9,5 Hz. 
1H: 6 a), 5,90 (mt, 1H: ip). 6,50 (d, J-10 Hz. 1H: NH 2), 6,97 (d, J-8 

15 Hz, 1H: H 5 de l'aromatique en 4), 7.08 (dd, J-8 et2 Hz, 1H: H 6 de 
l'aromatigue en 4), de 7,15 a 7,40 (mt. 6H: H Aromatigues 6 et H 2 de 
l'aromatique en 4), 7.43 (dd, J-8, 5 et 2 Hz, 1H: 1 ' H 4 ) , 7,52 (dd, 
J-8. 5 et 4,5 Hz, 1H: 1' H 5 ) , 7,83 (dd, J -4,5 et 2 Hz, 1H: 1' H 6 ) . 
8,38 (d, J=10 Hz. 1H: NH 1). 8.73 (d, J=9,5 Hz, 1H: NH 6), 11,65 (s, 

20 1H: OH) . 

Example B 

4E-bromo pristinamycine 1^ 

On place dans un ballon 30 g de pristinamycine I A dans 300 cm 3 de 
dichloromethane puis on ajoute 6,85 g de N-bromosuccinimide. Le 

25 melange est agite a tempSrature ambiante pendant 29 heures puis 
concentre a sec sous pression reduite. Le solids obtenu est agite 
dans 400 cm 3 d' ether diethyligue, filtr6 puis lave par 2 fois 100 cm 3 
d' ether diethylique. Apres filtration le solide est triture pendant 
45 minutes dans 400 cm 3 d'eau distillee, filtre puis lave par 2 fois 

30 150 cm3 d'eau. Le solide obtenu est seche puis recristallise dans 
1600 cm 3 d'ethanol au reflux. Apres refroidissement, filtration des 
cristaux et sechage sous pression reduite (135 Pa) a 50"C on obtient 
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23,2 g de 4e-bromo pristinamycine I A sous forme de cristaux blancs 
fondant a 220 °C. 

Spectre de R.M.N, du proton (300 MHz, CDCl 3 , 6 en ppm): 0,58 (dd, 
J-16 et 6 Hz, 1H, 5 P 2 ) ' °' 91 (t ' Jb7 ' 5 Hz ' 3H: ch 3 2 *> ' de ^ 10 * 
5 1,40 (mt, 2H: 3 (J 2 et 3 Y 2 ) ' 1 ' 32 (d ' J ~ 7 ' 5 Hz ' 3H: CH 3 1 T> * de T' 50 
a 1,85 (mt, 3H: 3 et CH 2 2 p) , 2,03 (mt, 1H, 3 p^, 2,19 (mt, 1H, 
5 6 2 ), 2,39 (d large, J-16 Hz, 1H: 5 6^, 2,44 (d, J-16 Hz, 1H: 5 P 1 ) » 
2,76 (s, 6H: N(CH 3 ) 2 4), 2,83 (dt, J«13,5 et 4 Hz, 1H: 5 E 2 ) . 2,97 
(dd, J-12,5 et 4,5 Hz, 1H: 4 p 2 ) , 3,23 (s, 3H: NCH3 4), 3,30 et 3,57 

10 (2 mts, 1H chacun: CH 2 3 6), 3,33 (t, J-12,5 Hz, 1H: 4 fa ) , 4,55 (dd, 
J-8 et 7,5 Hz, 1H, 3 a), 4,74 (dd large, J-13,5 et 8 Hz, 1H: 5 ) , 
4,84 (mt, 1H: 2a), 4,92 (dd, J-10 et 2 Hz, 1H: 1a), 5,27 (dd, J«12,5 
et 4,5 Hz, 1H: 4 a), 5,33 (d large, J-6 Hz, 1H: 5 a), 5,88( d, J-9,5 
Hz, 1H: 6 a), 5,90 (mt, 1H: ip) f 6,53 (d, J-10 Hz, 1H: NH 2), 7,00 (d, 

15 J-8 Hz,. 1H: H 5 de l ! aromatigue en 4), 7,12 (dd, J-8 et 2 Hz, 1H: H 6 
de l'aromatique en 4), de 7,15 a 7,40 (mt, 5H: H Aromatiques 6), 7,43 
(dd, J-8,5 et 2 Hz, 1H: T H 4 ) , 7,46 (d, J-2 Hz, 1H: H 2 de 
l'aromatique en 4), 7,52 (dd, J=8,5 et 4,5 Hz, 1H: T H 5 ) , 7,87 (dd, 
J=4,5 et 2 Hz, 1H: T H 6 ) , 8,41 (d, J-10 Hz, 1H: NH 1), 8,74 (d, 

20 J-9,5 Hz, 1H: NH 6), 11,65 (s, 1H: OH). 

Exemple C 

4e-chloro pristinamycine I B 

En operant comme 3 l'exemple A mais a partir de 1,7 g de 
pristinamycine I B , de 320 mg de N-chlorosuccinimide dans 17 cm 3 
25 d'acetonitrile, on obtient apres 1 heure 30 minutes de reflux puis 
concentration I sec du melange reactionnel, 1,8 g d'un solide beige 
qui est purifi6 par chromatographie flash (eluant dichloromethane- 
methanol, 98/2) pour donner 1,2 g de 4e-chloro pristinamycine I B sous 
forme d'un solide jaune pale fondant a 198°C. 

30 Spectre de R.M.N, du proton (400 MHz, CDCI3, 6 en ppm): 0,79 (dd, 
J-16 et 5,5 Hz, 1H, 5 P 2 ) , 0,91 (t, J=7 , 5 Hz, 3H: CH 3 27), 1,15 (mt, 
1H: 3 P 2 ), de 1,25 a 1,40 (mt, 1H: 3 7 2 ) , 1,34 (d, J=7,5 Hz, 3H: CH 3 
1 7), de 1,50 a 1,85 (mt, 3H: 3 ^ et CH 2 2 p) , 2,03 (mt, 1H, 3 fa), 
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2,23 (mt, 1H. 5 63), 2,40 (d large, J-16 Hz. 1H: 5 6, ) , 2,47<d. J-16 
Hz, IBs 5 ft), 2,85 (dt. J-13 et 4 Hz, IB: 5 . a ) . de 2,85 a 2,90 (mt, 
1H- 4 B 2 >. 2,88 (s, 3H: ArNCH 3 4), 3,25 (s, 3H: NCH 3 4), 3,28 et 3,58 
(2 mts, 1H chacun: CH 2 3 6), 3,31 (t. J-12 Hz, 1H: 4 ft,). 4.40 (mf, 
5 ib: ArNH) , 4,57 (t, 0-1.5 Hz, IB. 3 a), 4,78 (dd large, J-13 et 8 
Hz. IB: 5 B1 ). 4,84 (mt, 1H: 2a), 4,91 (d large, J-10 Hz, 1H: la) , 
5,23 (dd, J-12 et 5 Hz, 1H: 4 a). 5,36 (d large, J-5,5 Hz, 1H: 5 a), 
5,89 (d, J-9,5 Hz, 1H: 6 a). 5,90 (mt, 1H: IB). 6,51 (d, J-10 Hz, IK: 
NH 2), 6,55 (d, J-8 Hz, 1H: H 5 de l'aromatique en 4), 7,0,2 (dd, J-8 
,0 et 2 Hz, IB: H 6 de l'aromatique en 4), 7,13 (d, J-2 Hz- 1H: H 2 de 
l'aromatique en 4), de 7,15 a 7,40 (mt. 5H: H Aromatiques 6), 7.43 (d 
large, J-8, 5 Hz, 1H: 1' H 4 ) , 7.52 (dd, J-8,5 et 4,5 Hz, 1H: 1' H 5 ) . 
7,79 (d large, J =4,5 Hz. 1H: 1" H 6 ) . 8.40 (d, J-10 Hz. 1H: NH 1), 
8,75 (d, J-9.5 Hz, 1H: NH 6), 11,63 (s, 1H: OH). 

15 Example D 

4e-bromo pristinamycine I B 

En operant comme a 1' example B mais a partir de 2 g de pristinamycine 
I B , de 420 mg de N-bromosuccinimide dans 30 cm3 de dichloromethane , 
on' obtient apres 1 heure 30 minutes d'agitation a temperature 
20 ambiante, puis concentration 5 sec du melange reactionnel, 2,1 g d'un 
solide beige qui est purifie par chromatographie flash (eluant 
dichloromethane-methanol. 98/2) pour donner 1.7 g de 4e-bromo 
pristinamycine I B sous forme d'un solide blanc fondant a 220»C. 

Spectre de R.M.N, du proton (400 MHz, CDCI3, 6 en ppm) : 0,80 (dd, 
25 J-16 et 5.5 Hz, 1H, 5 P 2 ) , 0,90 (t, J-7.5 Hz. 3H: CH 3 2 7). 1.13 < mt - 
1H: 3 p 2 ), de 1,20 a 1,40 (mt, 1H: 3 l2 ) . 1,33 (d. J-7.5 Hz. 3H: CH 3 
1 Y), de 1,50 a 1,85 (mt, 3H: 3 7l et CH 2 2 B) , 2,03 (mt, 1H, 3 ft), 
2,28 (mt.'lH, 5 6 2 ), 2,40 (d large. J-16 Hz, 1H: 5 ft), 2,46 (d, J-16 
Hz, 1H: 5ft), 2,85 (dt, J-13 et 5 Hz, 1H: 5 e 2 > , 2,88 (d, J-5,5 Hz, 
30 3H: ArNCH 3 4), 2,90 (dd, J-12 et 4 Hz, 1H: 4 B 2 ) , 3.24 (s, 3H: NCH 3 
4), 3,30 et 3,58 (2 mts, 1H chacun: CH 2 3 6), 3,31 (t, J-12 Hz, 1H: 4 
ft). 4,41 (q, J-5,5 Hz, 1H: ArNH), 4,57 (t, J-7,5 Hz, 1H, 3 a), 4,78 
(dd large, J-13 et 8 Hz, 1H: 5 e,), 4,85 (mt, 1H: 2a). 4,91 (d large, 
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OHO Hz. 1H: 1«>, *.» C«. — - 4 Hz, 1>: 4 *> 5.37 (d lar.e 
j. S 5 Hz IB, 5 a,. 5.89 (d. **.S Hz. 1H: 6 a), 5,90 (mt, IB: IB). 
j-5,5 Hz, ih. . l'aromatique 

6,51 (d, J-10 Hz, 1H: NH 2), 6,53 (d, J-8 Hz. 

7 o 5 (dd , J-8 et 2 Hz, 1H: H 6 de l'aromatique en 4). de 7,15 
en 4), 7,0,5 <aa, x . aroma tique en 4) . 7,43 (d 

5 a 7,40 <mt, 6H: H Aromatiques 6 et H 2 de 1 aroma* qu 

, « . Hz 1H- 1' H 4 ), 7,48 (dd, J-8, 5 et 5 Hz, 1H: 1 H 5 ) , 
large, J-8,5 Hz, 1H. H 4 ), ^ ^ ^ 

7,79 (d large, J -5 Hz, 1H: 1 H 6 ) , 8,40 IC J 
(d, J-9,5 Hz, 1H: NH 6). 11,63 (s. IK: OH). 

10 4e-allyl pristinamycine IA 

On place dans an tried „.lnt.n„ sous at„sp„.r. 7.07 . 

„.,l.t. d. sodiu. d.ns ,00 -> distill*.. L. a™ •« 

porta, au r.»u, puis on ajout. par una a»p=ul. da coul.e una 
solution da 1... . da .ron»>r. da HHUX-A prls.ina.ycln. * 
dan, ,00 C.3 a . eau » — * - 

, , „.ac.t.r. d. sodlu. .t 1. -.lan,. .at .Pita 22 hauras au r.fiux 
0 „. nouv.U. portion da 6 , d'acStat. d. sodiua .at .IPUlae « 
reaction poursulvl. pandant 10 h.ur.s. La priclplU for„4 .at flltr* 
cld.^lnc. par 2 rola ,0 _> d'..u distill., puis 
2 „ pr...lcn r.duit. (1.76 »> P«ur dcnn.r 7 0 d'un solid. Plane Q» « 
purifld par =»ro,»««r.phi. flash (.luant : toluan., 
pour donner 4,6 , d. 4e-.llyl prl»tin»y=ln. T A sous torn, d un 
solide blanc fondant B. 160°C. 

Spsctr. d, K.M.H. du proton (400 MHs. CD01 3 . 6 an PP»> • 0.4a <«. 
25 ..,6 at 6,6 Ha. ,H, 6 M. 0,61 Ct, 1-7,6 Ha, IB, CH3 2 , * ,. 0 0 
,.,0 Ct. » 1 PI at 3 ,.33 (d. 1-7.6 Ha. 3H; =H 3 , ,). da 7 6 

. ,,60 ,pt, 3H= 3 7, « C„ 2 2 P,, d. 1.00 S l.,6 «. 2K. 3 P, .1 6 

». 3.30 <d l.r,.. 1-.6 HI. ... 6 6,,. 1,33 (d. «. "a, .»= 6 P, , 
3 03 ,s. 6H: H.CH3 „ 4,. 1.76 ,dt . «M - 4.6 ». ... 6 « 2 , . «... 
30 ,dd. J-.l at 4,6 HZ. «. 4 h > . d. 3.10 6 3.40 «. 3»= 4 0, - 3 d 
t H do ^ 2 .11,!.,. 3,16 ... » »CH 3 4,. 3.4. (dd 1- ,6 at 6^6 
„ 2 ,„■ V antra H du «C» 2 aHyl.1 . 3.66 <*. ,»= 3 6 2 , , 4.67 (dd 
at 7.6 HX, ... 3 CO . 4.66 (dd isr,.. 1-3.6 at 7.6 HP. ,H, 6 
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Et), 4,84 (mt, 1H: 2a), 4,90 (d large, J-10 Hz, 1H: 1a), de 5,00 a 
5,15 (mt, 2H: -CH 2 ) , 5,23 (d large, J-5,5 Hz, 1H: 5a), 5,28 (dd, 
J-12 et 4,5 Hz, 1H 4a), de 5,80 a* 5,95 (mt, 3H: 6 a - ip et CH 
allyle), 6,53 (d, J-10 Hz, 1H: NH 2), 7,04 (mt, 3H: H Aromatiques en 
5 4), de 7,15 a" 7,40 (mt, 5H: H Aromatiques 6), 7,45 (dd, J-8,5 et 2 
Hz, 1H: 1 1 H 4 ), 7,48 (dd, J-8,5 et 4 Hz, 1H: 1' H 5 ) , 7,88 (dd, J -4 
et 2 Hz, 1H: T H 6 ) , 8,45 (d, J-10 Hz, 1H: NH 1), 8,76 (d, J-9,5 Hz, 
1H: NH 6), 11,64 (s, 1H: OH) . 

Le bromure de 4-N-allylammonio pristinamycine I A peut etre pr6par6 de 
10 la maniere suivante : 

On place dans un trlcol maintenu sous atmosphere d' azote, 10 g de 
pristinamycine I A en solution dans 25 cm 3 de dichloro-1,2 e" thane puis 
2,5 cm 3 de bromure d' allyle. Le melange est chauffS 7 heures a 40 °C 
puis agite a temperature ambiante pendant 14 heures. On ajoute alors 

15 sous agitation en 10 minutes, 200 cm 3 de toluene et le melange est 
agite 30 minutes- Le precipite forme est f litre, rince par 50 cm 3 de 
toluene puis seche sous pression reduite (135 Pa) a 45°C pour donner 
10,5 g d'un solide qui est triture dans 200 cm 3 d' acetate d'6thyle a 
40 °C, puis a temperature ambiante pendant 1 heure. Le solide est 

20 filtre puis sech£ a 45°C sous pression reduite (135 Pa) pour donner 
10 g de bromure de 4-N-allylammonio pristinamycine IA sous forme d'un 
solide blanc fondant vers 210°C. 

Spectre de R.M.N, du proton (400 MHz, CDC1 3 avec ajout de quelgues 
gouttes de CD 3 OD d4, 6 en ppm) : 0,75 (t, J-7,5 Hz, 3H: CH 3 27), de 

25 1 ,00 a 1,35 (mt, 3H: 3 p 2 - 3 y 2 5 P 2 ) , 1 , 1 8 (d, J=7,5 Hz, 3H: CH 3 
1 y), de 1,45 a 1,65 (mt, 3H: 3 Yl et CH 2 2 P) , 1,95 (mt, 1H: 3 £ } ) , 
2,15 (mt, 1H: 5 6 2 ), 2,28 (d large, J-16 Hz, 1H: 5 6-,), 2,55 (d, J-16 
Hz, 1H: 5 ^), 2,72 (dt, J-13,5 et 4,5 Hz, 1H: 5 e 2 ) , 2,95 (s, 3H: 
NCH 3 4), de 3,10 a* 3,50 (mt, 4H: CH 2 4 p et CH 2 3 6), 3,40 et 3,48 

30 (2s r 6H en totalite: N(CH 3 ) 2 4), 4,35 (t, J-7,5 Hz, 1H, 3 a), de 
4,40 a 4,60 (mt, 3H: NCH 2 allyle et 5 e } ) , 4,64 (mt, 1H: 2a), 4,93 (s 
large, 1H: 1a), de 5,30 a 5,75 (mt, 7H: CH 2 allyle - 5a-4a-6a 
- IP et CH allyle), 6,88 (d, J-10 Hz, 1H: NH 2), de 7,05 a 7,25 (mt, 
8H: H Aromatiques 6 - 1' H 4 et 4 6) , 7,35 (dd, J-8 et 4 Hz, 1H: 1' 
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H 5 ), 7,60 (d, J-8,5 Hz, 2H: 4 e) , 7,65 (mt,. 1H: 1' H 6 ) , 8,58 (d, 
J«9,5 Hz, 1H: NH 6) . 

Preparation de la 4t-tert-butyl-des (4fc-dimethylamino) pristinamycine 
5 *A- 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers une culture de la souche 
SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16 heures de 1 ml 
d'une solution a 5 g/1 dans la soude 0.1H <ie 4-tert- 
butylphenylalanine(R,S>. Au terme de 40 heures de culture, les 1,8 

10 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes 
d'un melange de 66 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34 % 
d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 
2 fois 0,5 volume de dichloromethane. Les phases chlororaethylenigues 
sont lavees a l'eau puis combinees, sechies sur sulfate de sodium et 

15 evaporees. L 1 extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et 
injecte sur une colonne de silice <30 g> . montee dans le 
dichloromethane et eluee successivement par palliers de 0 a 10 % de 
methanol dans le dichloromethane . Les fractions contenant le nouveau 
derive de pristinamycine I A sont regroupees et evaporees. Le residu 

20 sec est repris par 7 ml d'un melange 60 % eau et 40 % acetonitrile et 
injecte en 2 fois sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7u C8 
10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 55 % de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 45 % d'acetonitrile. Les fractions 
contenant la nouvelle pristinamycine sont regroupees et extraites par 

25 un volume de dichloromethane. La phase organigue est lavee a l'eau, 
sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 30 mg de 4fc- 
tertbutyl-des(4t-dimethylamino) pristinamycine I A . 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS) : 0,21 (dd, 
J - 16 et 5,5 Hz , 1H. 5 p 2 ) . 0,91 (t. J - 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 y) , 1,17 
30 (mt. 1H: 3 p 2 ) , de 1,20 a 1,40 (mt, 1H: 3 l2 ) , 1,33 (s, 9H: CH 3 du 
tert-butyle) , 1,35 (d, J - 7,5 Hz, 3H: CH 3 1 y) , de 1 , 50 a 1,85 (mt, 
3H: 3 71 et CH 2 2 |5) , 2.04 (mt, 1H. 3 Pl ) , 2,13 (mt, 1H. 5 6 2 ) , 2,30 
(mt, 2H: 5 5, et 5 Pl ), 2,80 (dt, J - 13 et 4 Hz, 1H: 5 e 2 ) , 3,00 
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(dd, J - 12 et 4 Hz, IK: 4 (3 2 ) ' 3 ' 29 < s ' 3H: NCH 3 4 >' 3 ' 31 et 3 ' 59 < 2 
mts, 1H chacun: CH 2 3 6), 3,40 (t, J - 12 Hz, 1H: 4 fa ) , 4,57 (t f J - 
7,5 Hz, 1H, 3 a), 4,74 (dd large, J ° 13 et 7 Hz, 1H: 5 e-j ) , 4,85 
(mt, 1H: 2a), 4,90 (d large, J - 10 Hz, 1H: la), 5,21 (d large, J - 
5 5,5 Hz, 1H: 5 a), 5,25 (dd, J - 12 et 4 Hz, 1H: 4 a), 5,87(d, J - 9 
Hz, 1H: 6 a), 5,92 (q large, J - 7,5 Hz, 1H: 1(3), 6,56 (d, J - 9,5 Hz, 
1H: NH 2), de 7,10 a 7,30 (mt, 5H: H Aromatigues 6), 7,28 (d, J « 7,5 
Hz, 2H: 46), 7,38 (d, J - 7,5 Hz, 2H: 4e), 7,49 (d large, J - 8,5 Hz, 
. 1H: 1 1 H 4 ) , 7,53 (dd, J - 8,5 et 4 Hz, 1H: 1 1 H 5 ) , 7,86 (d, J - 4 Hz, 
10 1H: r H 6 ) , 8,45 (d, J - 10 Hz, 1H: NH 1), 8,74 (d, J « 9 Hz, 1H: NH 
6) , 11 ,65 (s, 1H: OH) . 

Le chlorhydrate de 4-tert-butylphenylalanine (R,S) peut etre prepare 
de la maniere suivante : 

Dans un tricol surmont§ d'un refrigerant sont additionnis 25 g de 4- 
. 15 (tert butyl) benzyl acetamidomalonate de diethyle et 250 ml d'acide 
chlorhydrique & 37 %. Le melange est agite et chauffe" au reflux 
jusqu'a ce qu'il n ! y ait plus de d^gagement gazeux. Apr6s 
refroidissement du melange reactionnel le precipite obtenu est flltrS 
puis recristallise dans 1 'acetonitrile pour dormer 25,6 g de 
20 chlorhydrate de 4-tert-butylphenylalanine (R,S) sous forme d'un 
solide blanc fondant a 234 °C. 

Le 4- (tert butyl) benzyl acetamidomalonate de diethyle peut £tre 
prepare de la maniere suivante : 

Dans un tricol surmonte" d'un refrigerant sont additionn6s sous 
25 atmosphere d'azote, 25 g de bromure de 4-tert-butyl benzyle, 50 ml de 
toluene anhydre et 3,1 g d'hydrure de sodium en suspension dans 
l'huile £ 80 % puis 21,8 g d'ac^tamido malonate de diethyle. Le 
melange est chauffe a 110°C pendant 17 heures. Apres refroidissement 
on ajoute lentement & l'aide d'une ampoule de coulee, 15 ml d'ethanol 
30 absolu puis 15 ml d'ethanol a 50 % puis 50 ml d'eau. La phase 
organigue est decantee et la phase aqueuse lavee par 3 fois 50 ml 
d 1 ether diethylique. Les phases organiques sont reunies, lavee's £ 
l'eau puis sechees sur sulfate de sodium. Apres filtration et 
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concentration sous pression reduite. le produit est cristallise dans 
V ether de petrole pour donner 25 g de 4- (tert-butyl) benzyl 
acetamidomalonate de diethyle sous forme d'un solide blanc fondant a 
80°C. 

5 Le mutant SP92: : P VRC508 a ete cultive en milieu de production 
liguide. La fermentation a ete realisee comme suit : 0.5 ml d'une 
suspension de spores de la souche precitee est ajoute en conditions 
steriles a 40 ml de milieu inoculum dans un erlen chicane de 300 ml. 
Le milieu inoculum est constitue par 10 g/1 de Corn Steep, 15 g/1 de 
10 saccharose, 10 g/1 de < N H 4 ) 2 S0 4 . 1 g/1 de K 2 HP0 4 . 3 g/1 de NaCI, 
0,2 g/1 de MgS0 4 -7H 2 0 et 1,25 g/1 de CaC0 3 - Le pH est ajuste a 6,9 
par de la soude avant 1 ' introduction du carbonate de calcium. Les 
erlens sont agites pendant 44 heures a 27"C sur un agitateur rotatif 
a la Vitesse de 325 rpm. 2.5 ml de la culture precedents agee de 
15 44 heures sont ajoutes sterilement a 30 ml de milieu de production 
dans un erlen de 300 ml. Le milieu de production est constitue par 
25 g/1 de ferine de soja, 7,5 g/1 d'amidon. 22,5 g/1 de glucose, 
3,5 g/1 de levure fourragere, 0,5 g/1 de sulfate de zinc et 6 g/1 de 
carbonate de calcium. Le pH est ajuste a 6,0 par de 1'acide 
20 chlorhydrique avant 1 • introduction du carbonate de calcium. Les 
erlens sont agites a 27'C sur un agitateur rotatif I la vitesse de 
325 rpm. Au bout de 16 heures. 1 ml d'une solution d'un des 
precurseurs listes dans le tableau 3 (generalement 5 ou 10 g/1) est 
ajoute a la culture. Celle-ci est arretee 8 ou 24 heures plus tard. 
25 Aussit6t le moQt est volume et on lui ajoute 2 volumes de phase 
mobile composee de 34 % d'acetonitrile et 66 % d'une solution de 
0.1 M de KH 2 P04 (ajuste & pH 2,9 par H3PO4 concentre) permettant 
1 'extraction des pristinamycines . Apres agitation, le tout est 
centrifuge et les pristinamycines contenues dans le surnageant sont 
30 extraites et purifiees. Biles sont egalement dosees par CLHP en 
injectant 150 yl du surnageant de centrif ugation sur une colonne 
Nucleosil 5-C8 de 4,6 x 150 mm eluee par un melange de 40 % 
d'acetonitrile et de 60 % de tampon phosphate 0,1 M pH 2,9. 



WO 96/04298 



PCT/FR95/01026 



Preparation de la 4£-isopropyl-des (4£-dimethylamino) prist inamycine 

On realise a I'echelle de 60 erlenmeyers une culture de la souche 
5 SP92: :pVRC508 en milieu de production avec ajout I 16 heures de 1 ml 
d'une solution a* 10 g/1 dans la soude 0,1N de 4-isopropylphenyl- 
alanine (R,S) . Au terme de 40 heures de culture, les 1,8 litres de 
mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d , un melange 
de 66 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34 % d* acetonitrile, 

10 puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane. Les phases chlorom§thylenigues sont lav6es £ I'eau 
puis combinees, s^chees sur sulfate de sodium et evaporGes. L f extrait 
sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injects sur une 
colonne de silice (30 g) montee dans le dichloromethane et eluee 

1 5 successivement par paliers de 0 I 1 0 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive" de 
prist inamycine I A sont regroupees et evaporees. On obtient 61 mg de 
residu sec. Celui-ci est repris par 9 ml d'un melange 60 % eau et 
40 % acetonitrile et injecte en 3 fois sur une colonne semi- 

20 preparative Nucieosil 7u C8 10x250 mm (Macherey Nagel) elu6e dans un 
mfelange de 55 % de tampon phosphate 1 00 mM pH 2,9 et 45 % 
d' acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle prist inamycine 
sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La 
phase organigue est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis 

25 evaporee. On obtient 51 mg de 4£-isopropyl-des (4£-dimethylamino) 
prist inamycine I A . 

Spectre de R.M.N. 1 H (250 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS) : 0,31 (dd, 
J - 16 et 5,5 Hz, 1H, 5 |3 2 ) , 0,91 (t, J - 7,5 Hz, 3H: CH 3 2 7) , de 
1,00 a 1,45 .(mt, 2H: 3 |3 2 et 3 y 2 ) , 1,25 (d, J » 7, 5. Hz, 6H: CH 3 de 
30 l'isopropyle) , 1,35 (d, J = 7,5 Hz, 3H: CH 3 1 7) , de 1,50 £ 1,85 (mt, 
3H: 3 7t et CH 2 2 , de 1,95 a 2,20 (mt, 2H, 3 ^ et 5 6 2 ), 2,30 (mt, 
2H: 5 b } et 5 ^ ) , 2,80 (dt, J = 13 et 4 Hz, 1H: 5 e 2 ) , 2,88 (mt, 1H: 
CH de 1' isopropyle) , 2,98 (dd, J «= 12 et 4 Hz, 1H: 4 P 2 ) , 3,30 (s, 
3H: NCH 3 4), 3,32 et 3,55 (2 mts, 1H chacun: CH 2 3 6), 3,38 (t, J = 
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12 Hz, 1H: 4 ft). 4,55 (t, J - 7,5 Hz, 1H, 3 a), 4,72 (dd large, J - 

13 et 7 Hz, 1H: 5 e,), 4,85 (mt, 1H: 2a), 4,88 (d large, J - 10 Hz, 
1H: la), 5,21 (d large, J •= 5,5 Hz, 1H: 5 a), 5,25 (dd, J - 12 et 4 
Hz, 1H: 4 a), 5,87(d, J - 9 Hz, 1H: 6 a), 5,90 (q large, J - 7,5 Hz, 

5 1H: 1P). 6,50 (d, J - 9,5 Hz, 1H: ffl 2), de 7,05 a 7,35 (mt, 9H: H 
Aromatiques 6 - 4e et 46) , 7,50 (rot, 2H: 1 ' H 5 et 1 ' H 4 > , 7,66 (dd, 
J - 4-et 1.5 Hz, 1H: 1' K 6 ) , 8,40 (d, J - 10 Hz, 1H: NH 1), 8,72 (d, 
J - 9 Hz, 1H: NH 6), 11,60 (s, 1H: OH). 

La 4-isopropylphenylalanine (R,S) peut etre preparee de la maniere 
1 0 suivante : 

On place dans un tricol 7 g de phosphore rouge et 8 g de 4-(isopropyl 
benzylidene) 2-methyl 5-oxazolone dans 4 5 ml d' anhydride acetigue 
puis on ajoute lentement sous agitation a l'aide d'une ampoule de 
coulee 35 ml d'acide iodhydrique a 57 %. En fin d' addition le melange 

15 est chauffe 3 heures 30 minutes.au reflux puis laisse 3 jours a 
temperature ambiante. Le melange reactionnel est filtrl. le solide 
obtenu rince par 2 fois 10 ml d'acide acetigue puis le filtrat 
concentre a sec sous pression reduite. Le residu obtenu est repris 
par 100 ml d'eau distillee, concentre a sec sous pression reduite 

20 pour donne un solide qui est repris dans 50 ml d'eau distillee puis 
extrait par 3 fois 50 ml d' ether diethylique apres addition de 0,5 g 
de sulfite de sodium. L 1 ether est decante et la phase aqueuse placee 
sous pression reduite pour eliminer les traces d' ether diethylique. 
On ajoute a la phase aqueuse 2 g de noir animal, on chauffe a 

25 40-50°C, on filtre sur Clarcel puis on rince avec un minimum d'eau. 
Le P H est ajusti a 5 par addition, a 4»C, d'ammoniaque a 32 %. Le 
precipite obtenu est filtre a froid. rince par 2 fois 10 ml d'eau, 
10 ml d'ethanol puis par 2 fois 10 ml d' ether pour donner apres 
sechage sous pression reduite a 20"C, 3,97 g de 4-isopropyl-phenyl- 
30 alanine (R,S) sous forme d'un solide blanc fondant a une temperature 
supfirieure a 260°C. 

La 4-(isopropyl benzylidene) 2-methyl 5-oxazolone peut etre preparee 
de la maniere suivante : 
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On place dans un ballon muni d'un refrigerant, 18,52 g de N-acetyl- 
glycine, 10,6 g d' acetate de sodium, 20 ml de 4-isopropyl- 
benzaldehyde et 57 ml d' anhydride acetique. On agite 30 minutes puis 
le melange est agite 1 heure S 110°C puis 15 heures a temperature 
5 ambiante. Le melange reactionnel est verse sur 600 ml d'eau et 400 ml ■ 
d'£ther de petrole prealablement chauffi a 50°C. La phase organique 
est decant6e et la phase aqueuse lavee par 2 fois 150 ml d 1 ether de 
petrole. 

Les phases organiques sont rassembiees, sech£es sur sulfate de 

« 

10 magnesium, filtr§es et concentr§es sous pression r6duite jusqu'a 
100 ml et obtention d'un precipite. Celui-ci est filtre, lave par 
2 fois 50 ml de pentane pour donner 8,2 g de 4-(isopropyl 
benzylidene) 2-methyl 5-oxazolone sous forme d'un solide jaune 
fondant a 77 °C. 

1 5 Esamplfi H 

Preparation de la 4£-methoxy-des ( 4 dimethyl amino) pristinamycine I A . 

On realise a l'6chelle de 12 erlenmeyers une culture de la souche 
SP92: :pVRC508 en milieu de production avec ajout § 16 heures de 1 ml 
d'une solution i 5 g/1 dans la soude 0,1N de 4-methoxyphenylalanine 

20 (R,S). Au terme de 40 heures de culture, les 0,35 litres de mout 
issus de 12 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 
66 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34 % d'acetonitrile, puis 
centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
dichloromethane. Les phases chloromethyieniques sont lavees a l'eau 

25 puis combin§es, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L 1 extrait 
sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte sur une 
colonne de silice (30 g) montee dans le dichloromethane et eiu6e 
success ivement par paliers de 0 £ 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive de 

30 pristinamycine I A sont regroupees et evaporees. On obtient 14 mg de 
residu sec. Celui-ci est repris par 3 ml d'un melange 60 % eau et 
40 % acetonitrile et injecte sur une colonne semi -preparative 
Nucieosil 7y C8 10x250 mm {Macherey Nagel) eiuee dans un melange de 
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60 % de tampon phosphate 100 mM P H 2,9 et 40 % d'acetonitrile , Les 
fractions contenant la nouvelle pristinamycine sont regroupees et 
extraites par un volume de dichloromethane . La phase organigue est 
lavee a 1'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 
5 12 mg de 4£-methoxy-des <4^dimethylamino) pristinamycine I A . 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDCl 3 , d en ppm, ref. TMS) : 0,63 (dd, 
j.16 et 5,5 Hz, 1H, 5 P2 ). 0,96 (t, J -7.5 Hz, 3H: CH 3 2 y) . 1.17 
<»t, 1H: 3 P 2 ), del, 30 a 1,45 (mt. 1H: 3 y 2 ) , 1,38 (d, J - 7,5 Hz. 
3H: CH 3 1 7), de 1,55 a 1.65 (mt, 3H: 3 7n et CH 2 2 B) , 2,05 (mt, 1H, 

10 3 Pl ). 2,20 (mt, 1H. 5 6 2 ) . 2,40 (d large, J - 16 Hz. 1H: 5 6,), 2,47 
(d. J - 16 Hz. IB: 5 6,), 2.88 (dt. J - 1 3 et 4 Hz, 1H: 5 e 2 > , 2,99 
(dd, J = 12,5 et 5 HZ, 1H: 4 P 2 ) , 3,30 (s. 3H: NCH 3 4), 3,32 et 3,60 
(2 mts, 1H chacun: CH 2 3 6). 3.40 (t, J - 12.5 Hz. 1H: 4 Pl ) . 3,80 
(s, 3H: OCH 3 ). 4,60 (t. J - 7,5 Hz, 1H, 3 a), 4.60 (dd large. J - 13 

15 et 8,5 Hz. 1H: 5 ■,), 4,88 (mt. 1H: 2a). 4,92 (d large, J - 10 Hz. 
IB: la). 5.31 (dd. J = 12,5 et 5 Hz. 1H: 4 a), 5,34 (d large, J - 
5,5 Hz. IK: 5 a), 5,90(d, J - 9 Hz, 1H: 6 a). 5,93 (q large, J - 7.5 
Hz, 1H: 1P), 6,54 (d, J =9 Hz, IB: NH 2), 6.87 (d, J - 8 Hz, 2H: 
4e>, 7,16 (d, J - 8 Hz, 2H: 46). de 7,15 a 7,40 (mt , 5H: H 

20 Aroinatigues 6), 7,50 (mt, 2H: 1 ' B 5 et 1 • B 4 ) . 7,80 (dd, J - 4 et 2,5 
Hz, IB: 1' H 6 ). 8,43 (d, J = 10 Hz, 1H: NH 1), 8,78 (d, J = 9 Hz, 1H: 
NH 6) , 11.65 (s, 1H: OH) . 

Preparation de la 4^-methyl-des (4!;-dimethylamino) pristinamycine I A . 

25 On realise a 1'echelle de 60 erlenmeyers une culture de la souche 
SP92--pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16 heures de 1 ml 
a- une solution a 5 g/1 dans la soude 0.1K de 4-mSthylphenylalanine 
(R.S). AU terme de 40 heures de culture, les 1.8 litres de mout issus 
de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un mSlange de 66 % de 
30 tampon phosphate 100 mM P H 2.9 et 34 % d'acetonltrile, puis 
centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane. Les phases chloromethylenigues sont lavees a 1'eau 
puis combines, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L 1 extrait 
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sec est repris par 20 ml de dichlorom£thane et injects sur une 
colonne de silice (30 g) mont£e dans le dichloromSthane et §lu§e 
successivement par paliers de 0 a" 10 % de methanol dans le 
dichlorom£thane. Les fractions contenant le nouveau derive" de 
5 prist inamycine I A sont regroup£es et 6vapor6es. On obtient 49 mg de 
r6sidu sec. Celui-ci est repris par 6 ml d'un melange 60 % eau et 
40 % ac£tonitrile et injects en 2 fois sur une colonne semi- 
preparative Nucleosil 7y C8 10x250 mm (Macherey Nagel) §lu£e dans un 
melange de 55 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 45 % 
10 d*ac£tonitrile. Les fractions contenant la nouvelle . prist inamycine 
sont regroupees et extraites par un volume de dichloromithane. La 
phase organigue est lav£e a l f eau, s§chee sur sulfate de sodium puis 
eVaporee. On obtient 44 mg de 4£-me\thyl-d6s (4£-dim§thylamino) 
prist inamycine I A . 

15 Spectre de R.M,N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS) : 0,52 (dd, 
J - 16 et 6 Hz, 1H, 5 p 2 ), 0,93 (t, J - 7,5 Hz, 3H: CH3 2 7), 1,15 
(mt, 1H: 3 p 2 ), del, 20 i 1,40 (mt, 1H: 3) 2 ). 1,35 (d, J - 7,5 Hz, 
3H: CH 3 1 7), de 1,50 a 1,85 (mt, 3H; 3 y } et CH 2 2 P) , 2,04 (mt, 1H, 
3 fa), 2,18 (mt, 1H, 5 6 2 ) , de 2,25 a 2,45 (mt, 2H: 5 6 1 et 5 fa ) , 

20 2,36 (s, 3H: ArCH 3 ) , 2,83 (dt, J - 13 et 4 Hz, 1H: 5 e 2 ) , 2,99 (dd, 
J - 13 et 4 Hz, 1H: 4 p 2 ) , 3,28 (s, 3H: NCH3 4), 3,31 et 3,59 (2 mts, 
1H chacun: CH 2 3 6), 3,40. (t, J - 13 Hz, 1H: 4 fa ) , 4,59 (t, J - 7,5 
Hz, 1H, 3 a), 4,74 (dd large, J « 13 et 7 Hz, 1H: 5 e } ) , 4,85 (mt, 
1H: 2a), 4,89 (d large, J - 10 Hz, 1H: 1a), de 5,25 3 5,35 (mt, 2H: . 

25 5 a et 4 a), de 5,85 3 5,95 (mt, 2H: 6 a et 1(3), 6,52 (d, J - 9,5 Hz, 
1H: NH 2), 7,14 (AB limite, J - 9 Hz, 4H: 46 et 4e) , de 7,15 a 7,35 
(mt, 5H: H Aromatiques 6), 7,50 (mt, 2H: 1 ' H 4 et 1 1 H 5 ) , 7,81 (dd, 
J « 4 et 2Hz, 1H: T H 6 ) , 8,41 (d, J - 10 Hz, 1H: NH 1), 8,74 (d, J - 
9 Hz, 1H: NH 6), 11,63 (s, 1H: OH). 

30 Example J 



Preparation de la 4£-m§thylthio-d6s <4£-dimethylamino) pristinamycine 
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On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers une culture de la souche 
SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16 heures de 1 ml 
d'une solution a 10 g/1 dans la soude 0,1N de 4 -methyl t hi ©phenyl- 
alanine (R,S) . Au terme de 40 heures de culture, les 1,8 litres de 
5 moflt issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange 
de 66 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34 % d* acetonitrile, 
puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane. Les phases chloromethylenigues sont lavees a l f eau 
puis combinees, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L 1 extrait 

10 sec est repris par 20 ml de dichloromethane et inje»te sur une 
colonne de silice (30 g) montee dans le dichloromethane et 61uee 
successivement par paliers de 0 a 1 0 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive de 
pristinamycine I A sont regroupees et evaporees. On obtient 65 mg de 

15 residu sec. Celui-ci est repris par 6 ml d'un melange 60 % eau et 
40 % acetonitrile et injecte en 2 fois sur une colonne semi- 
preparative Nucleosil l\i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un 
melange de 55 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 45 % 
d' acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle pristinamycine 

20 sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane . La 
phase organique est lavee 3 l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis 
evaporee. On obtient 45 mg de 4t-methylthio-des (4t-dimethylamino) 
pristinamycine I A . 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS) : 0,68 (dd, 
25 J - 16 et 5,5 Hz, 1H, 5 (3 2 ) , 0,93 (t, J - 7,5 Hz, 3H: CH 3 2 7), 1,13 

(mt, 1H: 3 (S 2 ), de 1 ' 25 * 1 ' 40 (mt ' 1H: 3 *2> • 1 ' 33 < d ' J 0 7 ' 5 Hz ' 
3H: CH 3 1 7), de 1,55 a 1,85 (mt, 3H: 3 71 et CH 2 2 p) , 2,02 (mt, 1H/ 
3 p } ), 2,18 (mt, 1H, 5 6 2 ) , 2,38 (d large, J « 16,5 Hz, 1H: 5 6^, 
2,46 (s, 3H: SCH3) , 2,48 (d, J-16 Hz, 1H, 5 ^ ) , 2,85 (dt, J - 13,5 

30 et 4 Hz, 1H: 5 e 2 ) . 3,00 (dd, J - 12 et 5 Hz, 1H: 4 p 2 ) , 3,23 (s, 3H: 
NCH3 4), 3,37 (t, J - 12 Hz, 1H: 4 ^ ) , 3,37 et 3,58 (2 mts, 1H 
chacun: CH 2 3 6), 4,55 (t, J = 7,5 Hz, 1H, 3 a), 4,77 (dd large, J = 
13,5 et 8 Hz, 1H: 5 8 1 ) . 4,86 (mt, 1H: 2a), 4,89 (dd, J - 1 0 et 1,5 
Hz, 1H: 1a), 5,30 (d large, J - 5,5 Hz, 1H: 5 a), 5,32 (dd, J - 12 

35 et 5 Hz, IK: 4 a), 5,90 (d, J - 9,5 Hz, 1H: 6a), 5,92 (dq, J - 7,5 
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et 1.5 HZ. 1H:1P>. 6.55 (d, J - 9,5 Hz, 1H: NH 2). 7,13 (d. J - 8 Hz, 
2H: 46), de 7,15 3 7,35 (rat, 5H: H Aromatlques 6), 7,19 (d, J - 8 Hz, 
2H: 4b>. 7,45 (mt, 2H: 1 • H 4 et 1 ' H 5 ) . 7,76 (t, J ■ 5 Hz. 1H: 1' 
H 6 ), 8,42 (d, J - 10 Hz, 1H: NH 1 ) , 8.76 (d, J - 9,5 Hz, 1H: NH 6), 
5 11,65 (s, 1H: OH). 

La 4-methylthiophenylalanine <RS) peut etre preparee selon la methode 
decrite par R.L.Colescott. R.R.Herr. J. P. Dailey J. Am. Chem. Soc, 
1957, 79. 4232-4235. 

Tiv^mplp K 

10 Preparation de la 4B-methylaraino des (4t-dimethylaraino) pristinaraycine 
lA- 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers une culture de la souche 
SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout i 16 heures de 1 ml 
d'une solution ft 10 g/1 dans l'eau de 3-methylaminophenylalanine 
15 <R,S). Au terms de 40 heures de culture, les 1.8 litres de mout issus 
de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66 % de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34 % d'acetonitrile, puis 
centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a l'eau 
20 puis combinees, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait 
sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte sur une 
colonne de silice (30 g) montee dans le dichloromfethane et eluee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive de 
25 pristinaraycine I A sont regroupees et evaporees. On obtient 19 mg de 
risidu sec. Celui-ci est repris par 3 ml d'un melange 60 % eau et 
40 % acetonitrile et injecte sur une colonne serai-preparative 
Nucleosil 7u C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 
55 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 45 % d'acetonitrile. Les 
30 fractions contenant la nouvelle pristinaraycine sont regroupees et 
extraites par un volume de dichloromethane. La phase organigue est 
lavee a l'eau. sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 
8 mg de 4E-methylamino-des (4£-dimethylamino) pristinaraycine I A . 
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Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz , CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS) : 0,93 (t, 
J - 7,5 Hz, 3H: CH 3 2 7) , 1,00 (dd, J - 1 6 et 6 Hz, 1H, 5 P 2 ) , 1,17 

(mt, 1H: 3 P 2 ), de 1 ' 25 1 1 ' 40 (mt ' 2H: 3 12*' 1 ' 35 (d ' J " 7 ' 5 Hz ' 
3H: CH 3 1 7), de 1,55 a 1,80 (mt, 3H: 3 et CH 2 2 p) , 2,03 (mt, 1H, 
5 3 P,), 2,23 (mt, 1H, 5 6 2 ), 2,39 (d large, J - 16 Hz, 1H: 5 6^, 2,52 
(d, J - 16 Hz, 1H: 5 P! ) f 2,78 (s, 3H: ArNCH 3 4), 2,85 (dt, J - 1 3 et 
4 Hz, 1H: 5 e 2 ) , 2,99 (dd, J - 13 et 4,5 Hz, 1H: 4 p 2 ) , 3,23 (s, 3H: 
NCH 3 4), 3,25 (t, J - 13 Hz, 1H: 4 fa ) , 3,38 et 3,58 (2 mts, 1H 
chacun: CH 2 3 6) , 4,05 (mf, 1H: ArNH) , 4,58 (dd, J *» 6,5 et 7,5 Hz, 

10 1H, 3 a), 4,76 (dd large, J ■ 13 et 8 Hz, 1H: 5 ) , 4*85 (mt, 1H: 
2a), 4,87 (d large, J - 10 Hz, 1H: 1a), 5,35 (dd, J ■ 1 3 et 4,5 Hz, 
1H: 4 a), 5,38 (d large, J = 6 Hz, 1H: 5 a), 5,90 (d, J-9,5 Hz, 1H: 
6 a), 5,91 (mt, 1H: 1p), 6,36 (s large, 1H: H 2 de l'aromatique en 
4), de 6,45 a 6,55 (mt, 2H: H 4 et H 6 de l'aromatique en 4), 6,53 

15 (d, J - 10 Hz, 1H: NH 2), 7,12 (t, J = 8 Hz, 1H: H 5 de l'aromatique 
en 4), de 7,15 a 7,45 (mt, 5H: H Aromatiques 6), 7,35 (mt, 2H: T H 4 
et r H 5 ), 7,75 (t, J - 3 Hz, 1H: 1 1 H 6 ) , 8,40 (d, J - 10 Hz, 1H: NH 
1), 8,78 (d, J - 9,5 Hz, 1H: NH 6), 11,60 (s, 1H: OH). 

Le dichlorhydrate de 3-methylaminophenylalanine (R,S) peut etre 
20 prepare de la maniere suivante : 

En operant comme a l'exemple F mais £ partir de 1,17 g 3-methylamino 
benzyl acetamidomalonate de diethyle et 20 ml d'acide chlorhydrique 
12 N, on obtient 1 , 03 g d'un solide jaune beige. Celui-ci est dissous 
dans 20 ml d'ethanol absolu et additionne de 0,4 g de noir animal. La 

25 solution est filtree sur Clarcel, puis filtree et concentree sous 
pression reduite (50 kPa) La meme operation est recommencee avec 1 g 
de noir animal et le solide obtenu triture dans 20 ml d 1 ether. Apres 
filtration et sechage sous pression reduite (2,7 JcPa) a 50°C, on 
obtient 0,65 g de dichlorhydrate de 3-methylaminophenylalanine (R,S) 

30 sous forme d'une poudre blanche fondant vers 135°C (decomposition). 

Le 3-methylamino benzyl acetamidomalonate de diethyle peut etre 
prepare de la maniere suivante : 
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On place dans un tricol maintenu sous atmosphere d' azote 3,11 ml 
d'anhydride acetique. On ajoute ensuite en 3 minutes a 0°C, 1,51 ml 
d'acide formique puis on chauffe a 50«C pendant 2 heures. On laisse 
le melange revenir a temperature ambiante en agitant pendant 3 heures 
5 20 minutes et on ajoute 4 ml de THF anhydre sous azote et on 
refroidit a -20 °C. On ajoute en 10 minutes, une solution de 4 g de 
3-aminobenzyl acetamidomalonate de diethyle dans un melange de 15 ml 
de THF anhydre et de 15 ml de dichloromethane anhydre. L * agitation 
est poursuivie 1 heure 10 minutes a -20«C puis a 20°C pendant 
10 16 heures. Le melange reactionnel est concentre a sec s.us pression 
reduite (50 kPa) a 30°C, puis coevapore avec 30 ml de toluene anhydre 
pour donner un solide blanc qui est dissous dans un melange de 10 ml 
de THF anhydre et de 20 ml de dichloro 1,2 ethane anhydre puis place 
dans un tricol sous azote. 

15 Le melange est refroidi a -5°C puis 1,55 ml de complexe borane- 
dimethylsulfure (solution 2M dans le THF) est ajoute en 10 minutes. 
On laisse le melange revenir a temperature ambiante et la solution et 
chauf f ee 3 heures au reflux puis agitee 1 5 heures a temperature 
ambiante. Le melange reactionnel est refroidi a 0"C puis on ajoute en 

20 25 minutes, 10 ml de MeOH. On agite 45 minutes a 0°C puis 30 minutes 
a temperature ambiante. On refroidit a 0°C puis on fait barboter HC1 
gaz jusqu'i P H 2 . On chauffe 1 heure a reflux puis le melange est 
concentre a sec sous pression reduite a 30°C pour donner 5 g d'un 
produit qui est repris par 30 ml d'une solution aqueuse de NaHC0 3 et 

25 de 30 ml de CH 2 C1 2 . La phase organique est decantee et la phase 
aqueuse lavee par 20 ml d'eau. Les phases organigues sont . reunies , 
sechees sur sulfate de magnesium, filtrees puis concentrees a sec 
sous pression reduite (2.6 kPa) pour donner 3,43 g d'une huile jaune 
qui est purifiee par chromatographie flash (eluant AcOEt -cyclohexane 

30 50/50). On obtient ainsi apres sechage sous pression reduite 
(2,7 kPa) a 20°C, 1,16 g de 3-methylamino benzyl acetamidomalonate de 
diethyle sous forme d'un solide beige clair fondant a 122°C. 

Le 3-amino benzyl acetamidomalonate de diethyle peut etre prepare 
comme decrit par T.S. Osdene, D.N.Ward, W.H. Chapman et H. Rakoff, 
35 J. Am. Chem. Soc, fll, 1959. 3100-3102. 
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Preparation de la 4£-trif luoromethyl des (4S-dim6thylamino) pristina- 
mycine I A . 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers une culture de la souche 
5 SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16 heures de 1 ml 
d'une solution a 5 g/1 dans la soude 0,1N de 4-trif luoromethylphfenyl- 
alanine (S) . Au terme de 40 heures de culture, les 1,8 litres de mout 
issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 
66 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34 % d'acetonf trile, puis 

10 centrifuges, Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane . Les phases chloromethylenigues sont lavees a l*eau 
puis combinees, s^chees sur sulfate de sodium et evaporees. L' extrait 
sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte" sur une 
colonne de silice (30 g) montee dans le dichloromethane et 61uee 

15 successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive de 
pristinamycine I A sont regroupees et evaporees. Le residu sec est 
repris par 3 ml d'un melange 60 % eau et 40 % acitonitrile et injecte 
sur une colonne semi -preparative Nucieosil 7y C8 10x250 mm (Macherey 

20 Nagel) eiuee dans un melange de 55 % de tampon phosphate 100 mM pH 
2,9 et 45 % d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle 
pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de 
dichloromethane . La phase organigue est lavee a l'eau, sechee sur 
sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 5 mg de 4£-trif luoro- 

25 methyl des (4£-dimethylamino) pristinamycine I A . 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz , CDCl 3 , 6 en ppm, ref. TMS) : 0,86 (dd, 
j = 16 et 5,5 Hz, 1H, 5 P 2 ) , 0,91 (t, J - 7,5 Hz, 3H: CH 3 2 y) , 1,13 
(mt, 1H: 3 P 2 ) ■ 1 r 31 (d, J - 7,5 Hz, 3H: CH3 1 y) , 1,42 (mt, 1H: 3 
«y 2 ), de 1,55 £ 1,80 (mt, 3H: 3 71 et CH 2 2 p) , 2,02 (mt, 1H, 3 ^ ) , 
30 2,15 (mt, 1H, 5 6 2 ) , 2,40 (d large, J - 16,5 Hz, 1H: 5 6j ) • 2,55 (d, 
J-16 Hz, 1H, 5 Pt), 2,88 (dt, J - 1 4 et 4 Hz, 1H: 5 e 2 ) , 3,18 (s, 3H: 
NCH 3 4), 3,20 et 3,31 (2 dd, respectivement J 0 1 3 et 6 Hz et J - 13 
et 10 Hz,, 1H chacun: 4 p 2 et 4 ^J, 3,42 et 3,60 (2 mts, 1H chacun: 
CH 2 3 6), 4,50 (t, J - 7,5 Hz, 1H, 3 a), 4,73 (dd large, J - 1 4 et 
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7,5 Hz, 1H: 5 ) , 4,83 (mt, 1H: 2a), 4,91 (d large, J ■ 10 Hz, 1H: 
la), 5,40 (d large, J - 5,5 Hz, 1H: 5 a), 5,55 (dd, J - 1 0 et 6 Hz, 
1H: 4 a), 5,B7 (d, J - 9,5 Hz, 1H: 6 a), 5,90 (q large, J - 7,5 Hz, 
1H:1P), 6,68 (d, J - 9,5 Hz, 1H: NH 2), de 7,15 £ 7,40 <mt, 9 H: 46 - 
5 H Aromatiques 6 - 1' H 5 et 1' H 4 ) f 7,52 (d, J = 8 Hz, 2H: 4b), 7,68 
(d, J = 4 et 1,5 Hz, 1H: 1' H 6 ) , 8,43 (d, J - 10 Hz, 1H: NH 1), 8,76 
(d, J « 9,5 Hz, 1H: NH 6), 11,70 (s, 1H: OH). 

Efr single M 

Preparation de la 4e-methoxy des (4£-dim£thylamino) prist iifamycine IA. 

10 On realise a" I'echelle de 60 erlenmeyers une culture de la souche 
SP92: :pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16 heures de 1 ml 
d f une solution a 5 g/1 dans la soude 0,1N de 3-methoxyph6nylalanine 
(S) . Au terme de 40 heures de culture, les 1,8 litres de motit issus 
de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66 % de 

15 tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34 % d' acetonitrile, puis 
centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane. Les phases chloromethylenigues sont lavees a l'eau 
puis combiners, sechees sur sulfate de sodium et evaporSes . L' extrait 
sec est repris par 20 ml de dichloromethane et inject^ sur une 

20 colonne de silice (30 g) montee dans le dichloromethane et eluee 
success ivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive" de 
prist inamycine IA sont regroupees et evaporees. On obtient 41 mg de 
residu sec. Celui-ci est repris par 6 ml d'un melange 60 % eau et 

25 40 % acetonitrile et injecte en 2 fois sur une colonne 
semi-preparative Nucleosil 7u C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee 
dans un melange de 55 % de tampon phosphate 1 00 mM pH 2, 9 et ■ 45 % 
d' acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle prist inamycine 
sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La 

30 phase organigue est lav£e a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis 
evaporee. On obtient 28 mg de 4e-methoxy des (4£-dimethylamino) 
prist inamycine I A. 
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Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDCl 3 , 6 en ppm, ref . TMS) : 0.52 (dd, 
J - 16 et 5.5 Hz, 1H, 5 P 2 ) , 0,90 (t, J - 7,5 Hz. 3H: CH 3 2 y> . de 
1,10 & 1,34 (mt. 2H: 3 P 2 et 3 y 2 ) , 1,34 (d, J - 7,5 Hz, 3H: CH 3 1 7 ) , 
de 1.50 a 1.80 (mt, 3H: 3 7l et CH 2 2 p) , 2,04 (rat, 1H, 3 fa), 2,20 
5 (mt. 1H, 5 6 2 ), 2 , 35 (d large. J - 16 Hz, 1H: 5 6,), 2,38 (d, J - 16 
Hz, 1H: 5 fa), 2,83 (dt, J - 1 3 et 4 Hz, 1H: 5 e 2 ) , 2,97 (dd, J - 12 
et 4 Hz, 1H: 4 P 2 > , 3,28 (s, 3H: NCH 3 4), 3,28 et 3,56 (2 mts, 1H 
chacun: CH 2 3 6), 3,40 (t, J - 12 Hz, 1H: 4 fa ) , 3.80 (s, 3H: OCH 3 ) , 
4,58 (t, J - 7,5 Hz, 1H, 3 a), 4,76 (dd large, J - 13 et 8 Hz, 1H: 5 

10 e,), 4,85 (mt, 1H: 2a), 4,90 (d large, J - 10 Hz, 1H: 1a),, 5,27 (dd, 
J - 12 et 4 Hz, 1H: 4 a), 5,30 (d large, J - 5,5 Hz, 1H: 5 a), 5,89 
(d, J - 9,5Hz, 1H: 6 a), 5,91 (q large, J - 7,5 Hz, 1H: 1p), 6.51 (d, 
J - 10 Hz, 1H: NH 2), de 6,80 S 6,90 (mt, 3H: H 2 - H 4 et H 6 de 
l'aromatique en 4). de 7,15 a 7,40 (mt, 6H: H 5 de 1 ' aromatique en 4 

15 et H Aromatiques 6), 7,45 (d large, J - 9 Hz. 1H: 1' H 4 ) , 7,50 (dd, 
J - 9 et 4 Hz, 1H:1 ' H 5 ) , 7,80 (d large, J - 4 Hz, 1H: 1 ' H 6 ) , 8,40 
(d, J = 10 Hz, 1H: NH 1), 8,73 (d, J - 9,5 Hz, 1H: NH 6), 11,62 (s, 
1H: OH) . 

20 Preparation de 4e-fluoro 4£-methyl des (4£-dimethylamino) pristinamy- 
cine IA. 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers une culture de la souche 
SP92: :pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16 heures de 1 ml 
d'une solution a 10 g/l dans la soude 0.1N de 3-fluoro 

25 4-methylphenylalanine (R.S). Au terme de 40 heures de culture, les 
1,8 litres de moQt issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 
2 volumes d'un melange de 66 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 
34 % d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 
2 fois 0,5 volume de dichlorome thane. Les phases chloromethyleniques 

30 sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de sodium et 
evaporees. L' extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et 
injecte sur une colonne de silice (30 g) montee dans le 
dichloromethane et eluee successivement par palliers de 0 a 10 % de 
methanol dans le dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau 



WO 96/04298 PCT/FR95/01026 

48 



derive* de pristinamycine IA sont regroupSes et evaporees. On obtient 
15 nig de rSsidu sec, Celui-ci est repris par 3 ml d'un melange 60 % 
eau et 40 % ac§tonitrile et injects sur une colonne semi -preparative 
Nucleosil 7p CB 10x250 mm (Macherey Nagel) 61u6e dans un m€lange de 
5 55 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 45 % d' acStonitrile . Les 
fractions contenant la nouvelle pristinamycine sont regroupees et 
extraites par un volume de dich lor om6 thane . La phase organique est 
lav§e a l'eau, s§chee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 
9 mg de 4e-fluoro 4£-methyl-des (4£-dimethylamino) pristinamycine I A, 

« 

10 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDCl 3 , 6 en ppm, ref. TMS) : 0,60 (dd, 
J - 16 et 5,5 Hz, 1H, 5 p 2 ) , 0,91 (t, J «■ 7,5 Hz, 3H: CH 3 2 7), 1,12 

(mt, 1H: 3 P 2 ), de 1 ' 25 S 1,35 (mt * 1H: 3 72> * 1,33 (d ' J - 7,5 HZ ' 
3H: CH 3 1 7), de 1,50 a 1,85 (mt, 3H: 3 f\ et CH 2 2 p) , 2,02 (mt, 1H, 
3 Pt). 2,13 (mt, 1H, 5 6 2 ). 2,27 (s, 3H: ArCH 3 ) , 2,36 (d large, J - 

15 16 Hz, 1H: 5 5,), 2,45 (d, J - 16 Hz, 1H: 5 fa ) . 2,85 (dt, J - 1 3 et 
4,5 Hz, 1H: 5 e 2 ) , 2,97 (dd, J = 12,5 et 4,5 Hz, 1H: 4 |J 2 ) , 3,23 (s, 
3H: NCH 3 4), 3,30 et 3,56 (2 mts, 1H chacun: CH 2 3 6), 3,37 (t, J - 
12,5 Hz, 1H: 4 fa), 4,55 (t, J - 7,5 Hz, 1H, 3 o) , 4,75 (dd large, 
j - 13 et 8 Hz, 1H: 5 e, ) , 4,83 (mt, 1H: 2a), 4,89 (d large, J - 10 

20 Hz, 1H: la), 5,29 (dd, J - 12,5 et 4,5 Hz, 1H: 4 a), 5,32 (d large, 
J = 5,5 Hz, 1H: 5 a), 5,89 (d, J - 9,5 Hz, 1H: 6 a), 5,92 (mt, 1H: 
1P), 6,49 (d, J - 10 Hz, 1H: NH 2), 6,90 (mt, 2H: H 2 et H 6 de 
l'aromatique en 4), 7,11 (t, J - 8 Hz. 1H: H 5 de l'aromatique en 4), 
de 7,10 a 7,30 (mt, 5H: H Aromatigues 6), 7,43 (dd, J - 8,5 et 1 Hz, 

25 1H: 1 1 H 4 >. 7,49 (dd, J - 8,5 et 4,5 Hz, 1H: 1' H 5 ) , 7,75 (dd, J = 
4,5 et 1Hz, 1H: 1' H 6 ) , 8,48 (d, J = 10 Hz, 1H: NH 1), 8,70 (d, J ° 
9,5 Hz, 1H: NH 6), 11,60 (s, 1H: OH). 

Le chlorhydrate de 3-fluoro 4-methylphenylalanine <R,S) peut itre 
prepare de la maniere suivante : 

30 A 1,6 g de N-ac6tyl (3-fluoro-4 methyl) phenylalaninate de methyle on 
ajoute de l'acide chlorhydrigue 12 N et le melange est chauffe au 
reflux sous agitation pendant 8 heures. AprSs une nuit I temperature 
ambiante, le melange reactionnel est concentre a sec sous pression 
reduite (50 kPa) , repris par un melange 50/50 en volumes de toluene 
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et d'ethanol, puis £ nouveau concentre a sec. Apres sechage sous 
pression reduite (2,6 kPa) , on obtient 0,6 g de chlorhydrate de 
3-fluoro 4-methyl phenylalanine (R,S) sous forme de cristaux blancs 
fondant I une temperature superieure a 260°C. 

5 Le N-acetyl (3-fluoro-4 methyl) phenylalaninate de methyle <R,S) peut 
fetre prepare de la maniere suivante : 

A 1/9 g de (4-methyl 3-fluoro) 2-acetamido cinnamate de methyle place 
sous atmosphere d' azote dans un autoclave, on ajoute 0,2 g de 
palladium sur charbon a 10 % dans 230 ml d'ethanol absolu. Le melange 

10 est place sous une pression de 5,5 bars d'hydrogene et chauffe 
15 heures a 50 °C sous agitation. Apres stabilisation de la 
temperature a 26 °C et remise a pression atmospherique, le melange 
reactionnel est filtre sur Clarcel®, rince a l'ethanol puis 
concentre a sec sous sous pression reduite (2,6 kPa) . On obtient 

15 1,6 g de N-acetyl <3-fluoro-4 methyl) phinylalaninate de methyle sous 
forme d'une huile incolore (Silice Merck 5719, Rf- 0,46; eluant 
CH 2 Cl 2 /AcOEt 50/50) . 

Le (3-fluoro 4-methyl) 2-acetamido cinnamate de methyle peut etre 
prepare de la maniere suivante : 

20 Dans un tricol place sous azote on ajoute 3,6 g de 2-acetaraido 
acrylate de methyle, 0,12 g d 1 acetate de palladium, 5,2 g de chlorure 
de tetrabutyl ammonium et 3,8 g d ' hydrogenocarbonate de sodium puis 
on additionne a ce melange 4 g de 2-fluoro 4-bromo toluene en 
solution dans 120 ml de DMF anhydre. Le melange est chauffe 16 heures 

25 30 minutes a 82°C puis apres ref roidissement verse sur 1000 ml d'eau 
distillee. Le melange est repris par 250 ml de CH 2 C1 2 , la phase 
organique est decantee et la phase agueuse lavee par 2 fois 250 ml de 
CH 2 C1 2 . Les phases organiques sont rassemblees, sechees sur sulfate 
de sodium, filtrees et concent rees sous pression reduite (50 kPa) a 

30 70°C pour donner une huile brune qui est purifiee par flash- 
chroma tographie (eluant AcOEt/cyclohexane puis AcOEt pur) . On obtient 
2,6 g de (3-fluoro 4-methyl) 2-acetamido cinnamate de methyle sous 
forme d'un solide blanc fondant a 163°C. 
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Preparation de la 4e-ethoxy-des HS-dimethylamino) prist inamycine I A . 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers conune decrit dans l'exerople 
F une culture de la souche SP92 : : P VRC508 en milieu de production av.ec 
5 ajout a 16 heures de 1 ml d'une solution a 20 g/1 dans la soude 0,2N 
de chlorhydrate de 3-0-ethyltyrosine (R.S) . Au terme de 40 heures de 
culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sent extraits 
par 2 volumes d'un melange de 66 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 
et 34 % d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant 'est extrait 

10 par 2 fois 0,5 volume de dichloromethane. Les phases 
chloromethylenigues sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur 
sulfate de sodium et ivaporees. L 1 extrait sec est repris par 20 ml de 
dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30 g) montee 
dans le dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 3 

15 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les fractions contenant le 
nouveau derive de pristinamycine I A sont regroupees et evaporees. On 
obtient 19 mg de residu sec. Celui-ci est repris par 3 ml d'un 
melange 60 % eau et 40 % acetonitrile et injecte sur une colonne 
semi-preparative Nucleosil 7p C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee 

20 dans un melange de 60 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 40 % 
d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle pristinamycine 
sont regroupees et extraites par un volume de dichloromithane. La 
phase organigue est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis 
evaporee. On obtient 15,8 mg de 4e-0-ethoxy-des (4^-dimethylamino) 

25 pristinamycine I A . 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS) 

0,55 (dd, J - 16 et 5,5 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 P) ; 0,90 (t, J - 7,5 
Hz, 3H : CH 3 en 2 Y) ; (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 (i) ; 1,20 (mt, 

1H : 1H du CH 2 en 3 7) : 1-31 (d, J = 6,5 Hz, 3H : CH 3 en 1 y) ; 1,49 
30 (t, J - 7 Hz, 3H : CH 3 de l'ethyle) ; 1,54 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 
en 3 7) ; 1,63 et 1,73 (2 nits, 1H chacun : CH 2 en 2 p) ; 2,02 (mt, 
1H : l'autre H du CH 2 en 3 P) ; 2,22 et 2,33 (respectivement rot et d 
large, J - 16,5 Hz, 1H chacun : CH 2 en 5 5) ; 2,46 (d, J = 16 Hz, 
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1H : I'autre H du CH 2 en 5 P) ; 2,83 (dt, J - 13 et 4 Hz, 1H : 1H du 
CH 2 en 5 e) ; 2,95 (dd, J - 12 et 4 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 4 0) ; 3,22 
(rat, 1H : 1H du CH 2 en 3 6) ; 3,27 (s, 3H : NCH 3 ) ; 3,39 (t, J - 12 
Hz, 1H : I'autre H du CH 2 en 4 p) ; 3,53 (nit, 1H : I'autre H du CH 2 
5 en 3 6) ; 3,93 et 4,03 (2 mts, 1H chacun : OCH 2 de l'ethyle) ; 4,56 
(dd, J - 7 et 5,5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,75 (dd large, J - 13 et 8 Hz, 
1H : I'autre H du CH 2 en 5 e) ; 4,82 (mt, 1H : 2a) ; 4,88 (dd, J - 
10 et 1 Hz, 1H : 1 a) ; 5,23 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,23 
(d large, J - 5,5 Hz, 1H : 5 a) ; 5,87 (d, J - 9, 5 Hz, 1H : 6 a) ; 

10 5,92 (mt, 1H : 1 P) ? 6,47 (d, J - 10 Hz, 1H : NH en 2) «; 6,80 (mt, 
3H : H Aromatiques en ortho et en para de l'ethoxy) ; de 7,10 a 7,35 
(mt, 6H : H Aromatiques en 6 et H Aromatiques en meta de l'6thoxy) ; 
7,43 (dd, J - 8 et 1 Hz, 1H : 1' H 4 ) ; 7,50 (dd, J «= 8 et 4 Hz, 1H : 
T H 5 ) ; 7,77 (dd, J » 4 et 1 Hz, 1H : 1* H 6 ) ; 8,38 (d, J - 10 Hz, 

15 1H : NH en 1) ? 8,70 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,60 (s, 1H : 
OH) . 

Le chlorhydrate de 3-0-ethyltyrosine (R,S) peut etre preparS de la 
maniere suivante : 

On place dans un ballon 1 g de N-tert .butoxycarbonyl 3-ethoxy phenyl- 
20 alanine (R,S) en solution dans 3,6 ml de dioxanne chlorhydrique puis 
le melange est agite 5 heures a temperature ambiante. Le precipite' 
forme est filtre, rince par du dioxanne puis a lather puis seche 
sous pression reduite (2,7 kPa) a 40°C pour donner 0,65 g de 
chlorhydrate de 3-0-ethyltyrosine (R,S) sous forme d'un solide blanc 
25 fondant a 200°C 

Le N-tert, butoxycarbonyl 3-ethoxy phenylalanine (R,S) peut etre 
prepare de la maniere suivante : 

On place dans un ballon 1,33 g de N-tert .butoxycarbonyl 3-ethoxy 
phenylalaninate d'ethyle (R,S) en solution dans 8 ml de methanol puis 
30 on ajoute 8 ml de soude 1N. Apres 18 heures d' agitation a temperature 
ambiante, le melange est evapore sous pression reduite, puis acidifie 
par 8,56 ml d'acide chlorhydrique 1N. Le produit est ex trait par 
2 fois 10 ml d' acetate d'ethyle, les phases organiques sont reunies, 



WO 96/04298 



PCT/FR95/01026 



52 

lav6es par 2 fois 10 ml d'eau, sechfies fil trees puis concentrees a 
sec sous pression reduite pour donner 1 g de N-tert.butoxy carbonyl 
3-ethoxy phenylalanine (R,S) sous forme d'une huile jaune (Silice 
Merck 5719, Rf - 0,7, eluant : toluene 80 / MeOH 10 / diethylamide 
5 10). 

Le N-tert.butoxycarbonyl 3-ethoxy phenylalaninate d'ethyle (R,S) peut 
£tre prepare" de la maniere suivante : 

On place dans un tricol sous atmosphere d' azote, 1,5 g de 
N-tert.butoxycarbonyl 3-tyrosine (R,S) en solution dans 7,5 ml de 

10 dimethylformamide sec puis on ajoute, 0,508 g d'hydrure de sodium a 
50 % dans 1' huile. Apres 2 heures d' agitation a temperature ambiante 
on ajoute 0,86 ml de iodoethane puis le melange est agit6 4 heures a 
temperature ambiante. Le milieu est filtre, le solide resultant lave 
par 3 fois 10 ml d'eau puis 2 fois 10 ml d f ether de p£trole pour 

15 donner apr&s sechage sous pression reduite (2,7 kPa) a" 30°C, 1,33 g 
de N-tert.butoxycarbonyl 3-ethoxy phenylalaninate d'6thyle (R,S) sous 
forme d'un solide blanc. 

La N-tert.butoxycarbonyl 3-tyrosine (R,S) peut etre preparee de la 
maniere suivante : 

20 On place sous agitation dans un tricol, 18 g de 3-tyrosine (R,S) en 
solution dans 180 ml de dioxanne puis on ajoute 99 ml de soude IN 
puis 26 g de di-tert .butyl dicarbonate en solution dans 160 ml de 
dioxanne. Apres 36 heures d' agitation le milieu est concentr6 sous 
pression requite a" 30°C, repris avec 100 ml d'eau distilled, acidifiS 

25 avec de l'acide chlorhydrigue 1N jusqu'S pH 5 puis extrait par 2 fois 
200 ml d'acetate d'ethyle. La phase organique est s£ch6e sur sulfate 
de magnesium, filtrSe puis concentred a\ sec sous pression reduite a 
30°C, pour donner 30 g de N-tert.butoxy carbonyl 3-tyrosine (R,S) 
sous forme d'un solide blanc (Silice Merck 5719, Rf = 0,25, eluant : 

30 toluene 80, MeOH 10, diethylamine 10). 

Pimple P 



Preparation de la 4£-ethoxy-des (4^-dimethylamino) pristinamycine I A 
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On realise a l*6chelle de 90 erlenmeyers comme decrit da ns I'exemple 
F une culture de la souche SP92 : :pVRC508 en milieu de production avec 
ajout £ 16 heures de 1 ml d'une solution a 20 g/1 dans I'acide 
chlorhydrigue 0,1N de chlorhydrate de 4 -0-ethyl tyrosine <S) . Au terrae 
5 de 40 heures de culture, les 2,7 litres de moat issus de 90 
erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66 % de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34 % d ' acetonitrile, puis 
centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees I l'eau 
10 puis combinees, s£ch6es sur sulfate de sodium et ivaporeesr. L 1 extrait 
sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte sur une 
colonne de silice (30 g) mont£e dans le dichloromethane et eMuee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant la 4fc-£thoxy-d£s (4£- 
15 dim§thylamino) prist inamycine I A sont regroupees et evaporees. Le 
residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60 % eau et 40 % 
ac§tonitrile et injecte sur une colonne semi -preparative Nucl6osil 7u 
C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 52 % de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 48 % d 1 acetonitrile . Les fractions 
20 contenant la 4£-e*thoxy-des {4£-dim§thylamino) pristinamycine I A sont 
regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La phase 
organigue est lav£e a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis 
evaporee. On obtient 29 mg de 4£-ethoxy-des (4£-dim£thylamino) 
pristinamycine I A . 

25 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref . TMS) 

0,64 (dd, J - 16 et 5,5 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 ; 0,90 (t, J - 7,5 
Hz, 3H : CH 3 en 2 y) ; 1,12 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 0) ; 1,25 (mt,' 
1H : 1H du CH 2 en 3 7) ; 1 , 33 (d, J « 7 Hz, 3H : CH 3 en 1 7) ; 1,42 
(t, J = 7 Hz, 3H : CH 3 de l'ethyle) ; 1,57 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 
en 3 7) ; 1,63 et 1,74 (2 mts, 1H chacun : CH 2 en 2 |5) ; 2,02 (mt, 
1H : l'autre H du CH 2 en 3 0) ; 2,16 et 2,35 (respectivement mt et d 
large, J - 16,5 Hz, 1H chacun : CH 2 en 5 6) ; 2,43 (d, J - 16 Hz, 
1H : l'autre H du CH 2 en 5 0) ; 2,83 (dt, J - 1 3 et 4 Hz, 1H : 1H du 
CH 2 en 5 e) ; 2,93 (dd, J « 12 et 4 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 4 0) ; de 
3,15 a 3,30 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 6) ; 3,24 (s, 3H : NCH 3 > ; 3,35 



30 
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(t J- 12 Hz, 1H : 1 'autre H du CH 2 en 4 (3) ; 3.55 <mt, 1H : 1'autre 
H 'du CH 2 en 3 6) , 3,95 (AB limite, 2H : OCH 2 de I'ethyle) ; 4,56 
{d d, J - 7,5 et 6 Hz, .IB :3a); 4,75 (dd large, J ■ 13 et Hz, 
IB : 1'autre H du CH 2 en 5 e) ; 4,84 (tnt, 1H : 2 «) ; 4,87 (dd, J - 

5 ,0et1 Hz, 1H : 1 «) ; 5,26 (dd, J - 12 et 4 Hz, 1H : 4 a) , 5,32 
(d large, J - 5,5 Hz, 1H : 5 a) ; 5,88 (d, J - 10 Hz, 1H :6a); 
5,92 <mt, 1H : 1 B) ; 6,48 (d, J - 10 Hz, 1H : NH en 2) ; 6,83 (d, 
j = 8 Hz, 2H : H Aromatigues en 4 e) ; 7,10 (d, J = 8 Hz, 2H : H 
Aromatigues en 4 6) ; de 7 , 1 0 3 7 , 35 (mt , 5H : H Aromatigues en 6) , 

,0 7,44 (dd, J - 8,5 et 1,5 Hz. 1H : 1 ' H 4 ) ; 7.57 (dd. J , 8.5 et 4,5 
HZ. 1H : 1' H 5 ) ; 7.77 (dd, J - 4.5 et 1,5 Hz. 1H : 1 ' H 6 > ; 8.38 (d, 
j - 10 Hz, 1H : NH en V) < 8,75 (d. J - 10 Hz, 1H : NH en 6) 11,60 
(s, 1H : OH) . 

Le chlorhydrate de 4-O-ethyltyrosine (S) peut etre synthetise comme 
15 decrit par V. Sasaki et coll, Chem. Pharm. Bull., 30, 4435 (1982). 

fvomnlp O 

Preparation de la 4t-allyloxy-des (4t-dimethylamino) pristinamycine I A 

On realise a 1'echelle de 90 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 
F une culture de la souche SP92: :pVRC508 en milieu de production avec 
20 ajout a 16 heures de 1 ml d'une solution a 20 g/1 dans 1'acide 
ohlorhydrigue 0,1N de chlorhydrate de 4-O-allyltyrosine (S) . Au terme 
de 40 heures de culture, les 2,7 litres de mout issus de 90 
erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66 % de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34 % d'acetonitrile, puis 
25 centrifugis. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane. Les phases chloromethylSnigues sont lavees a 1'eau 
puis combinees, sichees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait 
sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte sur une 
colonne de silice (30 g) montee dans le dichloromethane et iluee 
30 successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant la 4^-allyloxy-des (4f 
dimethylamino) pristinamycine I A sont regroupees et evaporees. Le 
re5 idu sec est repris par 7 ml d'un melange 60 % eau et 40 % 
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acetonitrile et inject^ sur une colonne semi -preparative Nucleosil 7u 
C8 10x250 mm (Machexey Nagel) eluee dans un melange de 52 % de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 48 % d' acetonitrile. Les fractions 
contenant la 4£-allyloxy-des (4£-dimethylamino) pristinamycine I A sont 
5 regroupees et extraites par un volume de dichloromSthane. La phase 
organigue est lavee h l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis 
evaporee. On obtient 29 mg de 4£-allyloxy-des (4£-dimethylainino) 
pristinamycine 1^. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS)^ 

10 0,63 (dd, J - 16 et 6 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 0) ; 0,91 (t, J » 7,5 
Hz, 3H : CH 3 en 2 7) ; 1,13 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 P) ; 1,29 (mt, 

IH. : 1H du CH 2 en 3 y) ; 1,33 (d, J = 6,5 Hz, 3H : CH 3 en 17) ; 1,57 
(mt, 1H : 1' autre H du CH 2 en 3 y) ; 1,65 et 1,74 (2 nits, 1H chacun : 
CH 2 en 2 0) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 ; 2,14 et 2,34 

15 (respectivement mt et d large, J 0 16,5 Hz, 1H chacun : CH 2 en 5 6) ? 
2,43 (d, J - 16 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 5 P) ; 2,85 (dt, J - 13 
et 4 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 e) ; 2,95 (dd, J - 12 et 4 Hz, 1H : 1H 
du CH 2 en 4 (3) ; 3,25 (s, 3H : NCH3) ; 3,33 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 
6) ; 3,36 (t, J- 12 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 4 (3) ; 3,56 (mt, 

20 1H : l'autre H du CH 2 en 3 6) ; 4,51 (AB limite, 2H : 0CH 2 de 
l'allyle) ; 4,56 (t, J = 7,5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,75 (dd large, J - 13 
et 8 Hz, 1H : l f autre H du CH 2 en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H : 2 a) ; 4,88 
(dd, J - 10 et 1 Hz, 1H : 1 a) ; 5,27 (dd, J - 1 2 et 4 Hz, 1H : 4 
a) ; 5,32 (d large, J - 6 Hz, 1H : 5 a) ; 5,30 et 5,40 

25 (respectivement mt et dd, J - 17 et 1,5 Hz, 1H chacun : -CH 2 de 
l'allyle) ; 5,89 (d, J - 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,91 (mt, 1H : 1 p) ; 
6,02 (mt, 1H : CH- de l'allyle) ? 6,50 (d, J - 10 Hz, 1H : NH en 2) ; 
6,85 (d, J « 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) ; 7,12 (d, J - 8 Hz, 
2H : H Aromatiques en 4 6) ; de 7,10 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques 

30 en 6) ; 7,45 (dd, J = 8,5 et 1,5 Hz, 1H : T H 4 ) ; 7,57 (dd, J = 8,5 
et 4 Hz , 1H : 1 1 H 5 ) ; 7,77 (dd, J ■ 4 et 1,5 Hz, 1 H : 1 ' H 6 ) ; 8,41 
(d, J - 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,74 (d, J - 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 

II, 63 (s, 1H : OH). 
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Le chlorhydrate de 4-0-allyltyrosine (S) peut etre synthetisi comme 
decrit par A. Loffet, H. Zang, Int. J. Pept. Protein Res. ,42, 346 
(1993) . 

flyomple R 

5 Preparation de la 4^-ethylamino-des <4l;-dimethylamino) pristinamycine 
*A 

On realise a l'echelle de 50 erlenmeyers comme decrit dans 1'exemple 
F une culture de la souche SP92: :pVRC508 en milieu de production avec 
ajout a 16 heures de 1 ml d'une solution a 20 g/1 dans la soude 0,1N 

10 de dichlorhydrate de 4-ethylaminophenylalanine (R,S). Au terme de 
40 heures de culture, les 1,5 litres de mofit issus de 50 erlenmeyers 
sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66 % de tampon phosphate 
100 mM pH 2,9 et 34 % d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant 
est extrait par 2 fois 0,5 volume de dichloromethane. Les phases 

15 chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur 
sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de 
dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30 g) montee 
dans le dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 a 
10 % de methanol dans le dichloromethane. Les fractions contenant la 

20 4t-6thylamino-des(4t-dimethylamino) pristinamycine I A sont regroupees 
et fevaporees. Le r§sidu sec est repris par 7 ml d'un melange 65 % eau 
et 35 % acitonitrile et injecte sur une colonne semi-preparative 
Nucleosil 7y C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 
60 % de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 40 % d'acetonitrile. Les 

25 fractions contenant la 4l;-ethylamino-des (4!;-dimethylamino) pristina- 
mycine I A sont regroupees et extraites par un volume de 
dichloromethane. La phase organique est lavie a l'eau, sechee sur 
sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 10 mg de 4^-ithylamino- 
des(4£-dimethylamino) pristinamycine I A . 

30 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDCl 3 , 6 en ppm, ref. TMS) 

0,72 (dd, J - 16 et 6 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 p) ; 0,90 (t, J - 7,5 
Hz, 3H : CH 3 en 2 7) '• 1.15 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 P) ; de 1,20 a 
1,40 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 7) ; 1.27 (t, J - 7,5 Hz, 3H : CH 3 de 
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l'ethyle) ; 1,33 (d, J - 7 Hz, 3H : CH 3 en 1 7) ? de 1,50 I 1,65 (rot, 
1H : l'autre H du CH 2 en 3 7) ; 1,60 et 1,74 (2 nits, 1H chacun : CH 2 
en 2 P) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 p) ; 2,21 et 2,33 
( respect ivement rot et d large, J - 16,5 Hz, 1H chacun : CH 2 en 5 6) ; 
5 2,40 (d, J - 16 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 5 p) ; 2,82 (dt, J - 13 
et 4,5 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 e) ; 2,89 (dd, J « 12 et 4 Hz, 1H : 1H 
du CH 2 en 4 P) ; 3,10 (mt, 2H : NCH 2 de l'ethyle) ; de 3,20 A 3,35 
(mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 6) ? 3,26 (s, 3H : NCH 3 ) ; 3,31 (t, J - 12 
Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 4 P) ; 3,54 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 

10 en 3 6) ; 3,67 (mf, 1H : NH) ; 4,56 (dd, J - 6,5 et 7 Hz,,1H :3a); 
4,75 (dd large, J ■ 1 3 et 8 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 5 e) ; 4,84 
(mt, 1H :2a) ; 4,90 (d large, J - 10 Hz, 1H : 1 a) ; 5,24 (dd, J « 
12 et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,32 (d large, J - 6 Hz, 1H : 5 a) ; 5,88 
(d, J - 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,90 (mt, 1H : 1 P> ; 6,52 (d, J - 8 Hz, 

15 3H : NH en 2 et H Aromatiques en 4 e) ; 7,00 (d, J - 8 Hz, 2H : H 
Aromatiques en 4 6) ; de 7,10 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 
7,46 (AB limite, 2H : 1 1 H 4 et T H 5 ) ; 7,84 (dd, J - 4 et 1 Hz , 1H : 
V H 6 ) ; 8,45 (d, J - 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,77 (d, J - 9,5 Hz, 
1H : NH en 6) ; 11,65 (s, 1H : OH) . 

20 Le dichlorhydrate de 4-ethylaminophenylalanine (R,S) peut etre 
prepare selon la methode decrite par F. Bergel, J. A. Stock, J. Chem. 
Soc, 90-97 (1959) - 

Example S 

Preparation de la 4fc-trif luoromethoxy des (4^-dimethylanuno) 
25 pristinamycine 1^ 

On realise 2 l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 
P une culture de la souche SP92: :pVRC508 en milieu de production avec 
ajout a 16 heures de 1 ml d'une solution a 20 g/1 dans l'eau de 
chlorhydrate de 4-O-trif luoromethyltyrosine (R,S) . Au terme de 
30 40 heures de culture, les 1,8 litres de moQt issus de 60 erlenmeyers 
sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66 % de tampon phosphate 
100 mM pH 2,9 et 34 % d* acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant 
est extrait par 2 fois 0,5 volume de dichloromethane. Les phases 
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chloromethyleniques sont lavees § l'eau puis combines, sechees sur 
sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par du 
dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30 g) montee 
dans le dichloromethane et eluee success ivement par paliers de 0 1 
5 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les fractions contenant la 
4t-trifluorom^thoxy-des (4t-dimethylamino) prist inamycine I A sont 
regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un 
melange 60 % eau et 40 % acetonitrile et injecte sur une colonne 
semi -preparative Nucleosil 7u C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee 

10 dans un melange de 60 % de tampon phosphate 100 mM pHi2,9 et 40 % 
d* acetonitrile. Les fractions contenant la 4^-trif luoromethoxy- 
des (4t-dimethylamino) prist inamycine I A sont regroupees et extraites 
par un volume de dichloromethane. La phase organique est lavee a 
l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 46,5 mg 

15 de 4;-trifluoromethoxy-des(4t-dimethylamino) prist inamycine I A . 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref . TMS) 

0,77 (dd, J - 16 et 5,5 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 p> ; 0,92 (t, J « 7,5 
Hz, 3H : CH 3 en 2 7) ; 1,08 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 p) ; de 1,30 a 
1,40 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 7) ; 1,33 (d, J = 7 Hz, 3H : CH 3 en 1 

20 7) ; de 1,55 a* 1,70 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 7) ; 1,65 et 1,76 
(2 mts, 1H chacun : CH 2 en 2 p) ; 2,02 (mt, 1H : 1' autre H du CH 2 en 
3 P) ; 2,11 et 2,40 (respect ivement mt et d large, J m 16,5 Hz, 1H 
chacun : CH 2 en 5 5) ; 2,54 (d, J - 16 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 5 
P) ; 2,88 (dt, J - 13 et 4 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 e) ; 3,08 (dd, J - 

25 12 et 5 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 4 p) ; 3,22 (s, 3H : NCH 3 ) ; de 3,30 a 
3,45 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 6) ; 3,39 (t, J - 12 Hz, 1H : l'autre H 
du CH 2 en 4 p) ; 3,59 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 6) ; 4,53 (t, 
J - 7,5 Hz, 1H : 3 a) 4,75 (dd large, J - 13 et 8 Hz, 1H : l'autre 
H du CH 2 en 5 e) ; 4,85 (mt, 1H : 2 a) ; 4,89 (dd, J - 10 et .1,5 Hz, 

30 1H : 1 a) ; 5,35 (d large, J - 5,5 Hz, 1H : 5 a) ; 5,41 (dd, J = 12 
et 5 Hz, 1H : 4 a) ; 5,92 (d, J - 10 Hz, 1H : 6 a) ; 5,93 (mt, 1H : 
1 p) ; 6,53 (d, J - 9,5 Hz, 1H : NH en 2) ; de 7,15 a 7,35 (mt, 5H : 
H Aromatigues en 6) ; 7,16 (d, J - 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) ; 
7,26 (d, J » 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 6) ; 7,37 (dd, J - 8,5 et 

35 4 Hz, 1H : 1 1 H 5 ) } 7,42 (dd, "«J - 8, 5 et 1,5 Hz, 1H : 1 1 H 4 ) ; 7,70 
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(dd, J = 4 et 1,5 Hz, 1H : I 1 H 6 ) ; 8,37 (d, J - 10 Hz, 1H : NH 
en 1) ; 8,75 (d, J - 10 Hz, TH : NH en 6) ; 11,66 <s, 1H : OH). 

Le chlorhydrate de 4-0-trif luoromethyltyrosine (R,S) peut Stre 
prepare de la mani£re suivante : 

En operant comme i l 1 example N mais S partir de 3 g de N-acetyl (4- 
trifluoromethoxy) phenylalaninate de methyle et de 30 ml d'acide 
chlorhydrique 12N, on obtient 1 , 5 g de chlorhydrate de 4-O-trif luoro- 
methyltyrosine (RS) sous forme de cristaux blancs fondant a 260°C. 

« 

Le N-acetyl (4-trif luoromethoxy) phenylalaninate .de methyle (R,S) 
peut £tre prepare de la maniere suivante : 



En operant comme §l l'exemple N, mais d partir de 3,1 g de 
(4-trif luoromethoxy) 2-acetamido cinnamate de methyle, de 0,3 g de 
palladium sur charbon & 10 % dans 50 ml d'ethanol, on obtient 3 g de 
N-acetyl (4-trif luoromethoxy) phenylalaninate de methyle sous forme 
15 d'un solide blanc fondant al 80°C. 

Le 4-trifluoromethoxy 2-acetamido cinnamate de methyle peut £tre 
prepare de la maniere suivante : 

En operant comme a l'exemple N, mais a partir de 4,3 g de 2-acetamido 
acrylate de methyle, 0,14 g d'acetate de palladium, 6,1 g de chlorure 
20 de tetrabutyl ammonium, de 4,6 g d 'hydrogenocarbonate de sodium et de 
5 g de 4-trif luoromethoxy bromo benzine en solution dans 150 ml de 
dimethylformamide anhydre. On obtient 3,1 g de (4-trif luoromethoxy) 
2-acetamido cinnamate de methyle sous forme d'un solide blanc fondant 
£ 135°C. 

25 KxfffflPle T 

Preparation de la 4e-methylthio-des (4£-dimethylamino) pristinamycine 

On realise a l'echelle de 56 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 
F une culture de la souche SP92 : :pVRC508 en milieu de production avec 
30 ajout a 16 heures de 1 ml d'une solution & 20 g/1 dans la soude 0,1N 
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de chlorhydrate de 3-methylthiophenylalanine <R,S). Au terme de 
40 heures de culture, les 1,68 litres de mout issus de 56 erlenmeyers 
sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66 % de tampon phosphate 
100 nMpH 2,9 et 34 % d' acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant 
5 est extrait par 2 fois 0,5 volume de dichloromSthane . Les phases 
chlororaethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur 
sulfate de sodium et evaporees. L' extrait sec est repris par 20 ml de 
dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30 g) montee 
dans le dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 a 

10 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les fractions nontenant le 
nouveau derive de pristinamycine I A sont regroupees et evaporees. Le 
residu sec est repris par 7 ml d'un melange 54 % eau et 46 % 
acetonitrile et injecte sur une colonne semi-pr6parative Nucleosil 7y 
C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un roSlange de 55 % de tampon 

15 phosphate 100 mM pH 2,9 et 45 % d' acetonitrile. Les fractions 
contenant la nouvelle pristinamycine sont regroupees et extraites par 
un volume de dichloromethane. La phase organique est lavee i. l'eau, 
sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 20 mg de 
4e-m6thylthio-des (41;-dimSthylamino) pristinamycine I A . 

20 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDCl 3 , 6 en ppm, ref . TMS) 

0,56 (dd, J - 16 et 5,5 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 (i) ; 0,90 (t, J - 7,5 
Hz, 3H : CH 3 en 2 Y) ; 1,13 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 |i) ; 1,28 (mt, 
1H : 1H du CH 2 en 3 y) ; 1,32 (d, J - 6,5 Hz, 3H : CH 3 en 1 y) ; 1,58 
(mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 y) ; 1,62 et 1,74 (2 mts, 1H chacun : 

25 CH 2 en 2 |J) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 P) ; 2,25 et 2,35 
(respectivement mt et d large, J - 16,5 Hz, 1H chacun : CH 2 en 5 6) ; 
2,39 (d, J - 16 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 5 P) i 2,43 (s, 3H : 
SCH 3 ) ; 2.82 (dt, J - 13 et 4 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 e) ; 2,98 (dd, 
J = 12 et 4,5 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 4 0) ; 3.26 (s. 3H : NCH 3 ) ; 3,30 

30 (t, J - 12 Hz 1H : 1H du CH 2 en 3 5) ; 3,38 (mt. 1H : l'autre H du 
CH 2 en 4 P) ; 3,57 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 6) ; 4,56 (t, 
J = 7,5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,74 (dd large, J = 1 3 et 8 Hz. 1H : l'autre 
H du CH 2 en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H :2a); 4,89 (dd, J - 10 et 1 Hz, 
1H :1a); 5,29 (dd, J = 12 et 4,5 Hz, 1H :4a) ; 5,32 (d large, 

35 j = 5,5 Hz, 1H : 5 a) ; 5,88 (d, J - 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,90 (mt, 
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1K : 1 P) ; 6,51 (d, J - 10 Hz, 1H : NH en 2} ; 6,99 (d large, J - 8 
Hz, 1H : H Aromatigue en para du methylthio) ; 7,10 et 7,15 

(respectiveraent s large et d large, J - 8 Hz, 1H chacun : H 
Aromatiques en ortho du methylthio) ; de 7,15 & 7,35 (mt, 6H : H 
5 Aromatiques en 6 et H Aromatiques en m6ta du methylthio) ; 7,43 (d 
large, J - 8 Hz, 1H : 1 ' H 4 ) ; 7,52 (dd, J - 8 et 4 Hz, 1H : 1 1 H 5 ) ; 
7,79 (d large, J = 4 Hz, 1H : 1 ' H 6 ) ; 8,38 (d, J - 10 Hz, 1H : NH en 

1) ; 8,73 (d, J - 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 1 1 , 62 (s, 1H : OH) . 

I 

Le chlorhydrate de 3-m6thylthiophenylalanine (R,S) peut etre prepare 
10 de la manidre suivante : 

En operant conune a l'exemple N, mais a partir de 3,3 g de N-acetyl 3- 
methylthio phenylalaninate de methyle et de 40 ml d'acide 
chlorhydrigue 12N, on obtient 1,38 g de chlorhydrate de 3-methylthio 
phenylalanine (RS) sous forme de cristaux blancs fondant § 190°C. 

15 Le N-acetyl 3-methylthio phenylalaninate de methyle (RS) peut etre 
prepare de la manure suivante : 

On place dans un ballon 3,72 g de 3-methylthio 2-acetamido cinnamate 
de methyle en solution dans 100 ml de methanol et 30 ml de 
tetrahydrofuranne puis on ajoute 1,4 g de magnesium. Apres 20 minutes 

20 de reaction on refroidit le melange par un bain de glace puis on 
ajoute a nouveau 1,4 g de magnesium. Le melange est agite a 
temperature ambiante pendant 1 8 heures , verse sur 1,4 1 d 1 eau 
distiliee et 300 ml de CH 2 C1 2 puis filtre sur Clarcel®. La phase 
aqueuse est ajustee a pH 6 par addition d'acide chlorhydrique 12 N 

25 puis decantee et lavee par 100 ml de CH 2 C1 2 . Les phases organiques 
sont rassembiees, sechees sur sulfate de magnesium, filtrees puis 
concentrees a sec sous pression reduite pour donner 3,42 g de 
N-acetyl 3-methylthio phenylalaninate de methyle sous forme d'une 
huile incolore (Silice Merck 5719, Rf- 0,5 ; AcOEt) . 

30 Le 3-methylthio 2-acetamido cinnamate de methyle peut etre prepare de 
la maniere suivante : 
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En operant comme a 1'exemple N, mais a partir de 5,6 g de 2-acetamido 
acrylate de methyle, 0,18 g d'acetate de palladium, 8,2 g de chlorure 
de tetrabutyl ammonium, de 5,86 g d'hydrogenocarbonate de sodium et 
de 6 5 g de 3-iodo 1 -methylthiobenzene en solution dans 1 60 ml de 
5 dimethylformamide anhydre, on obtient 4,8 g de (3-mSthylthio, 
2-acetamido cinnamate de methyle sous forme d'un solide blanc fondant 
a 139°C. 

Preparation de la 4 t - (allyl ethyl amino, des (4^-dimethylamino) 
10 prist inamycine 1^ 

On realise a 1'echelle de 26 erlenmeyers comme decrit dans 1'exemple 
F une culture de la souche SP92: :pVRC508 en milieu de production avec 
aj out a 16 heures de 1 ml d'une solution a 20 g/1 dans la soude 0,1N 
de dichlorhydrate de 4- (allyl ethyl amino) phenyl alanine (R,S) . Au 
15 terme de 40 heures de culture, les 0,78 litre de mout issus de 26 
erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66 % de 
tampon phosphate 100 mM P H 2.9 et 34 % d' acetonitrile, puis 
centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a 1'eau 
20 puis combines, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait 
sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte sur une 
colonne de silice (30 g) montee dans le dichloromethane et eluee 
suocessivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant la «- (allyl ethyl amino, 
25 des(4t-dimethylamino, pristinamycine I A sont regroupees et evaporees. 
Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60 % eau et 40 % 
acetonitrile et in 3 ecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7p 
C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 52 % de tampon 
phosphate 100 mM P H 2,9 et 46 % d« acetonitrile. Les fractions 
30 contenant la (allyl ethyl amino, des (41-dimethylamino) pristina- 
mycine I A sont regroupees et extraites par un volume de 
dichloromethane. La phase organigue est lavee a 1'eau. sechee sur 
sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 20 mg de 4t- 
(allyl ethyl amino, des (4t-dimethylamino) pristinamycine I A . 
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Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref . TMS) 

0,58 (dd, J - 16 et 6 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 |3) ; 0,91 (t, J - 7,5 
Hz, 3H : CH 3 en 2 y) ; 1 , 1 6 <t, J - 7 Hz, 3H : CH 3 de l'ethyle) ; 
1,16 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 p) ; 1,25 (rat, 1H : 1H du CH 2 en 3 7) ; 
5 1,32 (d, J - 6,5 Hz, 3H : CH 3 en 1 7) ; 1,54 (mt, 1H : l'autre H du 
CH 2 en 3 y) ; 1,63 et 1,75 (2 mts, 1H chacun : CH 2 en 2 P) ; 2,02 
(mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 P) ; 2,23 et 2,31 (respectivement mt 
et d large, J - 16,5 Hz, 1H chacun : CH 2 en 5 6) ; 2,37 (d, J - 16 
Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 5 P) ; 2,80 (dt, J - 13 et 4,5 Hz, 1H : 
10 1H du CH 2 en 5 e) 7 2,87 (dd, J » 12 et 4 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 4 
P) ? de 3,15 a 3,30 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 6) ; 3,26 (s, 3H : 
NCH 3 ) ; 3,30 (t, J« 12 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 4 P) ; 3,36 (mt , 
2H : NCH 2 de l'ethyle) ; 3,54 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 6) ; 
3,90 (AB limite, 2H : NCH 2 de l'allyle) ; 4,57 (dd, J - 8 et 6 Hz, 
15 1H : 3 a) ; 4,76 (dd large, J » 13 et 7,5 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 
en 5 e) ; 4,84 (mt , 1H : 2 a) ; 4,89 (dd, J «= 10 et 1 Hz, 1H :1a); 
de 5,05 a 5,20 (mt, 3H : 4 a et -CH 2 de l'allyle) ; 5,27 (d large, 
J ° 6 Hz, 1H :5a); 5,83 (mt, 1H : CH= de I'allyle) ; 5,88 (d, J - 
9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,91 (mt, 1H : 1 (3) ; 6,50 (d, J 0 10 Hz, 1H : NH 
20 en 2) ; 6,60 (d, J - 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) ; 7,02 (d, 
J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 6) ; de 7,10 a 7,35 (mt, 5H : H 
Aromatiques en 6) ; 7,47 (AB limite, 2H : V H 4 et. 1 ' H 5 ) ; 7,88 (dd, 
J - 4 et 2 Hz, 1H : 1 ' H 6 ) ; 8,41 (d, J - 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,75 
(d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,62 (s, 1H : OH). 

25 Le dichlorhydrate de 4-(allyl ethyl amino) phenyl alanine (R,S) peut 
etre prepare de la maniere suivante : 

En operant comme a I'exemple F mais a partir de 4,54 g de 4-allyl 
§thylbenzyl acetamido malonate de diethyle et de 37,9 ml d'acide 
chlorhydrique a 10N, on obtient apres evaporation un solide qui est 
30 seche sous pression reduite (2,7 kPa) a 40°C. On obtient 3,67 g de 
dichlorhydrate de 4- (allyl ethyl amino) phenyl alanine (RS) sous forme 
d'un solide brun fondant vers 130°C (decomposition). 
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Le 4-(allyl ethyl amino) benzyl acetamido malonate de diethyle peut 
etre prepare de la maniere suivante : 

En operant comme a 1' example F mais a partir de 8 g de 
4-ethylaminobenzylacetamido malonate de diethyle. 4 ml de bromure 
5 d'allyle, 5,82 ml de 1 ,5-diazabicyclo[4-3-0]non-5-ene, dans 50 ml de 
tetrahydrofurane, on obtient apres purification par chroma tographie 
flash (eluant CH 2 C1 2 / AcOEt 90-10 en volume) 5,6 g d'un solide qui 
est recristallise dans 35 ml de cyclohexane. On obtient ainsi 5,43 g 
de 4-(allyl ethyl amino) benzyl acetamido malonate de diethyle sous 
10 forme d'un solide blanc fondant a 86°C. 

■Rypmnle V 

Preparation de la 4?- (ethyl propyl amino) des (4^-dimethylamino) 
pristinamycine I A 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans 1' example 
15 F une culture de la souche SP92: :pVRC508 en milieu de production avec 
ajout i 16 heures de 1 ml d'une solution a 20 g/1 dans la soude 0.1N 
de dichlorhydrate de 4- (ethyl propyl amino) phenyl alanine (R,S) . Au 
terme de 40 heures de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 
erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66 % de 
20 tampon phosphate 100 mM P H 2,9 et 34 % d'acetonitrile, puis 
centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volume de 
dichloromethane. Les phases chloromethylenigues sont lavees a l'eau 
puis combinees, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait 
sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte sur une 

25 colonne de silice (30 g) montee dans le dichloromethane et eluee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant la 4!;- (ethyl propyl amino) 
des(4t-dimethylamino) pristinamycine I A sont regroupees et evaporees. 
Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60 % eau et 40 % 

30 acetonitrile et injecte sur une colonne semi-prSparative Nucleosil 7y 
C8 10x250 mm (Macherey Nacel) eluee dans un melange de 63 % de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 37 % d'acetonitrile. Les fractions 
contenant la 4fc- (ethyl propyl amino) des (4^-dimethylamino) pristina- 
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mycine I A sont regroupees et extraites par un volume de 

dichloromethane. La phase organique est lavee & l'eau, sechee sur 

sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 16 mg de 4£- 
(6thyl propyl amino) des (4£-dim§thylamino) prist inamycine I A . 

5 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref . TMS) 

0,67 (dd, J - 16 et 6 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 f) ; 0,91 (t, J - 7,5 
Hz, 3H : CH 3 en 2 y) ; 0,95 (t, J « 7,5 Hz, 3H : CH 3 du propyle) ; 
1,14 (t, J - 7 Hz, 3H : CH 3 de 1'ethyle) ; 1,15 (mt, 1H : 1H du CH 2 
en 3 p) ; 1,25 (rot, 1H : 1H du CH 2 en 3 y) ; 1,33 (d, J -* 7 Hz, 3H : 

10 CH 3 en 1 7) ; de 1,45 a* 1,65 (mt, 3H : I'autre H du CH 2 en 3 y et CH 2 
propyle) ; 1,63 et 1,75 (2 mts, 1H chacun : CH 2 en 2 p) ; 2,02 (mt, 
1H ; I'autre H du CH 2 en 3 p) ; 2,23 et 2,33 (respectivement mt et d 
large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : CH 2 en 5 6) ; 2,37 (d, J - 16 Hz, 
1H : I'autre H du CH 2 en 5 P) ; 2,80 (dt, J = 13 et 5 Hz, 1H : 1H du 

15 CH 2 en 5 e) ; 2,89 (dd, J -= 1 2 et 4 Hz, 1H : 1 H du CH 2 en 4 P) ; de 
3,10 a 3,25 (mt, 3H : 1H du CH 2 en 3 6 et NCH 2 du propyle) ; 3,26 (s, 
3H : NCH3) ; de 3,25 S 3,40 (mt, 2H : NCH 2 de 1'ethyle) ; 3,34 (t, 
J« 12. Hz, 1H : I'autre H du CH 2 en 4 P) ; 3,54 (mt, 1H : I'autre H 
du CH 2 en 3 6) ; 4,57 (dd, J » 7,5 et 6 Hz, 1H : 3 a) ; 4,76 (dd 

20 large, J - 13 et 7,5 Hz, 1H : I'autre H du CH 2 en 5 e) ; 4,84 (mt, 
1H : 2 a) ; 4,89 (dd, J - 1 0 et 1 Hz, 1H : 1 a) ; 5,21 (dd, J « 12 
et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,28 (d large, J - 6 Hz, 1H : 5 a) ; 5,88 (d, 
J- 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,91 (mt, 1H : 1 p) ; 6,48 (d, J - 10 Hz, 
1H : NH en 2) ; 6,60 (d, J « 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) ; 7,03 

25 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 6) ; de 7,10 1 7,35 (mt, 5H : H 
Aromatiques en 6) ; 7,47 (AB limite, 2H : 1 1 H 4 et 1 ' H 5 ) ; 7,89 (mt, 
1H : T H 6 ) ; 8,42 (d, J - 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,76 (d, 
J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,62 (s, 1H : OH). 

Le dichlorhydrate de 4- (ethyl propyl amino) phenyl alanine (R,S) peut 
30 etre prepare de la maniere suivante' : 

En operant comme a l'exemple F mais I partir de 2,5 g de 4-ethyl 
propyl'aminobenzyl ac£tamido malonate de diethyle et de 21 ml d'acide 
chlorhydrigue a 10N, on obtient apres evaporation un solide qui est 
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seche sous pression reduite (2,7 kPa) a 40°C. On obtient 2 g (97 %) 
de dichlorhydrate de 4-(6thyl propyl amino) phenyl alanine (RS) sous 
forme d f un solide blanc fondant vers 147°C (decomposition) . 

Le 4- (ethyl propyl amino) benzyl acetamido malonate de diethyle peut 
5 £tre prepare de la maniere suivante : 

En operant comme a l'exemple F mais a partir de 10 g de 
4-ethylaminobenzylacetamido malonate de diethyle, 5,6 ml de 1-iodo 
propane, 7,2 ml de 1 , 5-diazabicyclo [4-3-0] non-5-ene, dans 70 ml de 
tetrahydrofurane, on obtient apres 36 heures de reaction puis 
10 purification par chromatographie flash (eluant CH 2 C1 2 / MeOH 97-3 en 
volume), 2,8 g d'un solide qui est recristallise dans 26 ml de 
cyclohexane. On obtient ainsi 2,9 g de 4- (ethyl propyl amino) benzyl 
acetamido malonate de diethyle sous forme d'un solide blanc fondant a 
84-86°C. 

1 5 SyPAPVTTON VT PTTHTPTffc.TTOW P * rnMPOSRNTFS HIT CTQPPE B : 

Sxemple W 

30 kg de pristinamycine brute [ prist inamycine IA (PIA) : 20 r 7 %, 
pristinamycine IB (PIB) : 3,9 %, pristinamycine IC (PIC) : 0,6 %, 
pristinamycine ID (PID) : 0,3 %, pristinamycine IIB (PUB) : 8 %, 

20 pristinamycine IIA (PIIA) : 45 %, pristinamycine IIP (PHP) : < 0,5 % 
(non dos§) , pristinamycine IIG (PIIG) : < 0,5 % (non dos§) ] sont mis 
en suspension dans 210 litres d'acetate d'ethyle et agites pendant 
15 heures a temperature ambiante. La suspension est filtree et le 
filtrat acetate d'ethyle recueilli est extrait par 2 fois 20 litres 

25 d'acide sulfurique IN puis 20 litres d'eau distillee. Les phases 
agueuses reunies sont lavees par 6 fois 15 litres d'acetate d'ethyle, 
puis ajustees a pH 7 par addition de 30 litres d'une solution a 10 % 
de bicarbonate de sodium et extraites par 3 fois 30 litres de 
chlorure de methylene. Les phases chloromethylenigues sont rdunies et 

30 lavees par 10 litres d'eau distillee, Le chlorure de methylene est 
ensuite distill* et remplace par 50 litres d'Athanol. Le melange est 
alors trait* au reflux par 0,8 kg de noir L3S pendant 30 minutes. 
Apres filtration et lavage par 2 fois 5 litres d'ethanol, le melange 
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est refroidi jusgu'a 10°C en 15 heures. Aprds maintien une heure a 
10°C, la suspension est filtree et lavee par 3 fois 7 litres 
d'Ethanol. AprSs sEchage du solide a 40°C sous pression rEduite, on 
obtient 5,7 kg de prist inamycine I purifiEe (ci-apr^s appelEe PI). 

5 Titre: 96,8 % (PIA : 81,1 %, PIB : 12 %, PIC : 2,6 %, PID : 1,1 %) ; 

Rendement en PIA : 74 %. 

1500 g de PI puri£ie*e sont repris par 9 litres de dlchloro-1,2 eithane 
puis additionnEs de 1,5 Equivalent d'anhydride succinigue« et de 0,015 
equivalent de dime* thy laminopyridine . La solution est maintenue 

10 1 semaine a 20°C, puis introduite sur une colonne contenant 10 kg de 
silice {20-45 pm) [hauteur de la colonne :1m; diametre : 20 cm] . 
L'Elution est effectuee par percolation d'un melange dichloro- 
1,2 §thane/me*thanol a un d£bit de 18 litres/heure pendant 6 heures ; 
le pourcentage de methanol (£ 5 % de teneur en eau) est augmente de 0 

15 a 4 % au cours de la chromatographic. 47 fractions de 2,4 litres sont 
recupSrSes . 

Les fractions 5 a 15 sont rEunies, le dichloro-1 ,2 Ethane est eVapore 
et remplace" par 5 litres d'ithanol. Apres cristallisation, on obtient 
365 g de PIA titrant 99,8 %. 

20 PBBP AH RTTON DE gQMPOSMITgfi RRTTTFfi nn KBOTTPE A ? 

Exemple X 

500 g de prist inamycine brute [pristinamycine IA (PIA) : 20,7 %, 
pristinamycine IB (PIB) : 3,9 %, pristinamycine IC (PIC) : 0,6 %, 
pristinamycine ID (PID) : 0,3 %, pristinamycine IIB (PUB) : 8 %, 

25 pristinamycine IIA (PIIA) : 45 %) sont mis en solution dans 50 litres 
de methylisobutylcEtone . Cette solution est extraite 5 fois par une 
phase agueuse composed de 2,5 litres d'eau et 2,5 litres d'acide 
sulfurique 1 N, puis lavEe par 3 fois 10 litres d'eau. La mEthyl- 
isobutylcEtone est ensuite traitEe par 7,5 litres d'une solution 

30 agueuse d'hydrogenocarbonate de sodium a 35 g/litre, puis lavee par 



WO 96/04298 



68 



PCT/FR95/01026 



10 



15 



20 



25 



30 



5 litres d'eau. A chaque fois, la phase aqueuse est melangee avec la 
phase organique, decantee et separee. 

La phase organique obtenue est mise en contact avec 750 g d'alumine. 
filtree. concentree jusqu'a un volume de 4 litres environ et reprise 
par 5 volumes d'hexane. Le precipite obtenu est filtre et seche. On 
obtient 300 g de produit que l'on met en suspension dans 1 litre 
d'isopropanol. Apres agitation a 55°C pendant 45 minutes, on filtre a 
4»C. Les eaux-meres de filtration sont concentrees a sec, reprises 
par 500 cm3 de methylisobutylcetone sur lesquels on verse 5 volumes 
d'hexane. Le precipite est filtre. lave a l'hexane et seche a 40°C 
sous pression riduite. On obtient 69 g de PUB brute contenant 36 % 
de PUB, 6 % de PIIA et ne contenant plus de PIA. 

■Rypmnle Y 

60 g de PUB brute obtenue comme precedemment i l'exemple P sont 
purifies en plusieurs operations, par chromatographie sur colonne de 
Nucleosil 5C8® (diametre de la colonne 5 cm, hauteur 30 cm) 
percolee par un eluant eau/acetonitrile 60/40. On obtient ainsi 
250 mg de pristinamycine IIP (PI1F) . 

La presente invention concerne egalement les compositions pharmaceu- 
tiques utilisables en medecine humaine ou veterinaire qui contiennent 
comme produit actif la nouvelle association purifiee de 
streptogramine comprenant au moins une composante du groupe B des 
streptogramines definie par la formule generale (1) cocristallisee 
avec au moins une composante du groupe A de formule gSnerale (II) , I 
l'itat pur ou en presence d'un ou plusieurs diluants ou adjuvants 
compatibles et pharmaceutiquement acceptables. Ces compositions 
peuvent etre utilisees par voie orale ou topique. 

Comme compositions pour administration orale, peuvent etre utilises 
des comprimes, des gelules. des pilules, des poudres des lyophilisats 
ou des granules. Dans ces compositions, le produit actif selon 
1- invention peut etre melange a un ou plusieurs diluants ou adjuvants 
inertes, tels que saccharose, lactose ou amidon. Ces compositions 
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peuvent 6galement comprendre des substances autres que les diluants, 
par exemple un lubrifiant tel que le stearate de magnesium. 

. Les compositions pour administration topique peuvent etre par exemple 
des crimes, des pommades, ou des lotions. 

5 En thSrapeutique humaine ou vet6rinaire, les compositions selon 
1" invention sont particulidrement utiles dans le traitement des 
infections d'origine bacterienne notamment les infections graves a 
cocci Gram-positif : infections a staphylocoques (notamment les 
infections a staphylocoque resistant a la methicilline) , Infections I 
10 streptocoques (notamment sur les pneumocoques r£sistants a la 
p£nicilline et aux macrolides) ; ils sont aussi particulidrement 
utiles dans le traitement des infections a Hemophilus, Moraxella 
catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma 
hominis, Mycoplasma pneumoniae, Ureaplasma urealyticum. 

15 Les compositions selon 1' invention peuvent Stre employees notamment 
dans le traitement des infections respiratoires hautes et basses (par 
exemple traitement des infections pulmonaires) , dans le traitement 
des infections cutanees, dans le traitement & long terme des infec- 
tions osseuses ou articulaires, dans le traitement ou la prophylaxie 

20 de 1 ' endocardite en chirurgie dentaire et urinaire, dans le 
traitement des maladies sexuellement transmisibles , ainsi que dans le 
traitement des infections opportunistes bactSriennes et parasitaires 
survenant dans le SIDA et en prophylaxie du risque staphylococcique 
chez 1 1 immunodeprime' - 

25 D'une facon genSrale, le m§decin determiner a la posologie qu'il 
estime la plus appropriee en fonction de l'age, du poids, du degre" de 
1' infection et des autres facteurs propres au sujet a traiter. Gen6- 
ralement, les doses sont comprises entre 0,4 et 3,5 g de produit 
actif en 2 ou 3 prises par jour, par voie orale pour un adulte. 

30 Les exemples suivants, donnes a titre non limitatif, illustrent des 
compositions selon l 1 invention : 
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On prepare selon les techniques habituelles des gglules opaques 
dosees a 250 mg de 1 'association cocristallisee 4e-chloro 
pristinamycine I A /pristinamycine IIB. 

5 Sxemple B 

On prepare selon les techniques habituelles des g§lules opaques 
dosees a 250 mg de 1 'association cocristallisee d§s (4£-dimethylamino) 
4e-m6thoxy prist inamycine I A /pristinamycine IIB. 
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RTTVFNDT CATIONS 

1 - Une forme purifiee de streptogramines caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins tine composante du groupe B des st rep togr amines 
def inie par la formule generale : 




fl) 



5 

dans laguelle 

- le symbole. R-| represente un radical methyle ou ethyle, 

- le symbole R 2 represente un atome d'hydrogene ou un radical 
hydroxy, et 

10 - le symbole R3 represente un radical benzyle substitue de formule 
generale : 

R* 

— H 2 C 

dans laquelle 

1)a condition que R 2 soit simultanement hydrogene, R represente 
15 NR 4 R 5 pour lequel les symboles R 4 et R 5 sont l'un un atome 
d'hydrogene ou un radical methyle et 1' autre un radical methyle et R» 
est un atome de chlore ou de brome, ou represente un radical alcenyle 
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contenant 3 a 5 atomes de carbone si R 4 et R 5 sont des radicaux 
methyle, ou bien 

2) R est un atome d'hydrogene et R' represente un a tome d'halogene, 
un radical alcoylamino ou dialcoylamino , le reste d'un Sther-oxyde, 
5 un radical alcoylthio, alcoyle contenant 1 a 3 atomes de carbone en 
chaine droite ou ramifiee ou trihalogenomethyle, ou bien 

R est un atome d'halogene, un radical alcoylamino contenant 2 a 4 
atomes de carbone en chaine droite ou ramifiee, dialcoylamino dont 
les parties alcoyle sont identiques ou differentes et con!iennent 2 a 

10 4 atomes de carbone en chaine droite ou ramifiee ou m§thyl Sthyl 
amino, un radical pyrrolidino, un radical alcenyl alcoyl amino dont 
la partie alcenyle contient 3 ou 4 atomes de carbone et la partie 
alcoyle est definie comme ci-dessus, un radical dialcenylamino dont 
les parties alcenyle sont definies comme ci-dessus, un radical 

15 alcoyl cycloalcoylmethyl amino dont la partie alcoyle est dSfinie 
comme ci-dessus et la partie cycloalcoyle contient 3 ou 4 atomes de 
carbone, le reste d'un ether-oxyde, un radical alcoylthio, un radical 
alcoylthiomethyle, alcoyle contennant 1 a 6 atomes de carbone en 
chaine droite ou ramifiee, aryle ou trihalogenomethyle, et R 1 est un 

20 atome d'hydrogene, ou bien 

r est un atome d'halogene, un radical amino, alcoylamino ou 
dialcoylamino, le reste d'un ether-oxyde, un radical alcoylthio, 
alcoyle contenant 1 a 6 atomes de carbone en chaine droite ou 
ramifiee ou trihalogenomethyle et R 1 represente un atome d'halogene, 
25 un radical alcoylamino ou dialcoylamino, le reste d f un ether-oxyde ou 
un radical alcoylthio ou alcoyle contenant 1 a 3 atomes de carbone en 
chaine droite ou ramifiee, 

cocristallisee avec au moins une composante "mlnoritaire" du groupe A 
des streptogramines, de formule generale : 
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dans laguelle R" est un atorae d'hydrogene ou un radical mfithyle ou 
6thyle, etant entendu que, sauf mention spSciale, les radicaux 
alcoyle sont droits ou ramifies et contiennent 1 a 4 atomes de 
carbone . 



2 - Une forme purif iee de streptogramines selon la revendication 1 , 
caract6ris6e en ce gu'elle comprend au moins une composante du groupe 
B des streptogramines d§finie par la formule g§n£rale (I) dans la 
revendication 1 , dans laguelle : 

10 les symboles R<j et R2 sont definis comme dans la revendication 1, et 

le symbole R3 repr6sente un radical benzyle substitu§ de formule 
g§nerale : 



(III) 




dans laquelle 

15 1)§ condition que R2 soit simultan6ment hydrogene, R reprSsente 
NR4R5 pour lequel les symboles R4 et R5 sont l'un un atome 
d' hydrogene ou un radical mSthyle et 1' autre un radical mSthyle et R' 
est un atome de chlore ou de brome, ou reprisente un radical alc§nyle 
contenant 3 A 5 atomes de carbone si R4 et R5 sont des radicaux 

20 m§thyle, ou bien 
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2)R est un atome d'hydrogene et R' represente un radical alcoylamino 
ou d±alcoylamino, le reste d'un ether-oxyde ou un radical alcoylthio, 
ou bien 

R est un radical alcoylamino contenant 2 a 4 atomes de carbone en 
5 chaine droite ou ramifiee, dialcoylamino dont les parties alcoyle 
sont identiques ou differentes et contiennent 2*4 atomes de carbone 
en chaine droite ou ramifiee ou methyl ethyl amino, un radical 
pyrrolidino, un radical alcenyl alcoyl amino dont la partie alcenyle 
contient 3 ou 4 atomes de carbone et la partie alcoyle ^est definie 
10 comme ci-dessus, le reste d'un ether-oxyde, un radical alcoylthio, 
alcoyle contennant 1 a 6 atomes de carbone en chaine droite ou 
ramifiee ou trihalogenomethyle, et R 1 est un atome d'hydrogene, ou 
bien 

R est un radical alcoyle contenant 1 a 6 atomes de carbone en chaine 
15 droite ou ramifiee et R ' represente un atome d'halogene, 

cocristallisee avec au moins une composante "minoritaire" du groupe A 
des streptogramines telle que definie dans la revendication 1, etant 
entendu que, sauf mention speciale, les radicaux alcoyle sont droits 
ou ramifies et contiennent 1 & 4 atomes de carbone. 

20 3 - Une forme purifiee de streptogramines selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une composante du groupe 
B des streptogramines definie par la formule generale (I) dans la 
revendication 1 , dans laquelle : 

le symbole R-j est un radical ethyle, le symbole R 2 est un atome 
25 d f hydrogene, et 

le symbole R 3 represente un radical benzyle substitue de formule 
generale : 




WO 96/04298 PCT/FR95/01026 

75 



dans laguelle 

1) a condition que R 2 soit simultanement hydrogene, R represente 
NR4R5 pour leguel les symboles R 4 et R5 sont l'un un atome 
d' hydrogene ou un radical methyle et 1' autre un radical methyle et R 1 

5 est un atome de chlore ou de brome, ou represente un radical allyle 
si R4 et R5 sont des radicaux methyle, ou bien 

2) R est un atome d'hydrogdne et R' represente un radical alcoylamino 
ou dialcoylamino, un radical methoxy, 6thoxy, allyloxy ou 
trifluorom6thoxy, ou un radical alcoylthio, ou bien 

10 R est un radical alcoylamino contenant 2 a 4 atomes de carbone en 
chaine droite ou ramifiee, dialcoylamino dont les parties alcoyle 
sont identigues ou differentes et contiennent 2 i 4 atomes de carbone 
en chaine droite ou ramifiee ou methyl ethyl amino, un radical 
pyrrolidino, un radical allyl alcoyl amino dont la par tie alcoyle est 

15 d^finie comme ci-dessus, un radical methoxy, £thoxy, allyloxy ou 
trif luorom£thoxy, un radical alcoylthio, alcoyle contennant 1 a 6 
atomes de carbone en chaine droite ou ramifiee ou trifluoromethyle, 
et R 1 est un atome d' hydrogene, ou bien 

R est un radical alcoyle contenant 1 a 6 atomes de carbone en chaine 
20 droite ou ramifiee et R ' represente un atome d'halogene, 

cocristallisee avec au moins une composante "minoritaire" du groupe A 
des streptogramines telle que def inie dans la revendication 1 , 6tant 
entendu que, sauf mention speciale, les radicaux alcoyle sont droits 
ou ramifies et contiennent 13 4 atomes de carbone. 

25 4 - Une forme purifiee de streptogramines selon l'une des 

revendications 1 a 3, caracterisee en ce gu'il s'agit d'un compose 

cocristallise' d'une ou plusieurs composantes du groupe B des 

streptogramines definies dans la revendication 1 a 3 et d'une ou 

plusieurs composantes minoritaires du groupe A des streptogramines 

30 telles que dSfinies dans la revendication 1 , dans un rapport molaire 
de I'ordre de 1/2. 
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5 - Un precede de preparation d'une forme purifiee de 
streptogramlnes selon l'une des revendications 1 a 4, caracterise en. 
ce que l'on cocristallise la(les) composante (s) du groupe A des 
streptogramlnes, avec la(les) composantes du groupe B des 

5 streptogramlnes telles que definies dans les revendications 1 a 3. 

6 - Une composante purifiee du groupe A des streptograraines telle 
que definie dans la revendication 1, lorsqu'elle est obtenue par 
1' intermediate d'un compose cocristallise selon la revendication 1 a 
4. 

10 7 - Utilisation, d'une ou plusieurs composantes minoritaires du 
groupe A des streptogramlnes telles que definies dans la revendica- 
tion 1, pour la preparation de cocristallisats avec une ou plusieurs 
composantes du groupe B des streptogramlnes definies dans la 
revendication 1 a 3.. 

15 8 - Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient 
une forme purifiee de streptogramlnes selon l'une des revendications 
1 a 4, a l'etat pur ou en presence de tout diluant ou adjuvant compa- 
tible et pharmaceutiquement acceptable. 
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